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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) είναι πολυπαραγοντική εκφυλιστική νόσος των αρθρώσεων, 
στην οποία έχουμε σταδιακή αλλοίωση όλων των δομών της άρθρωσης η οποία οδηγεί 
σε απώλεια λειτουργίας των αρθρώσεων Τα miRNAs είναι μικρά μη κωδικά μόρια 
RNA τα οποία αποσιωπούν την έκφραση γονιδίων στοχεύοντας κυρίως στην 3΄ 
αμετάφραστη περιοχή του mRNA στόχου τους. Τα miRNAs εμπλέκονται στον έλεγχο 
διαφόρων κυτταρικών διαδικασιών και συμμετέχουν στην ανάπτυξη διαφόρων 
ασθενειών μεταξύ των οποίων και η σοτεοαρθρίτιδα. Η παρούσα διπλωματική εργασία  
βασίστηκε σε αποτελέσματα μεγάλης κλίμακας ανάλυσης με τη χρήση μικροσυστοιιών 
της έκφρασης microRNAs σε ορό ασθενών με ΟΑ και σε υγιή άτομα. Αναδείχθηκαν 
τα miR-33b-3p, miR-4284, miR-6737-3p, mirR-6858-3p, miR-7110-5p τα οποία 
εεμφάνισαν διαφοροποιημένη έκφραση στον ορό μεταξύ ασθενών με ΟΑ και 
φυσιοογικών ατόμων. Μέσω των βιοπληροφορικών εργαλείων Targetscan, DAVID-
KEGG, Panther αναζητήθηκαν τα γονίδια στόχοι των 5 miRNAs και διαπιστώθηκε ότι 
συμμετέχουν σε κοινές μοριακές, κυτταρικές και βιολογικές λειτουργίες.. Επίσης 
διαπιστώθηκε ότι συμμετέχουν σε κοινά σηματοδοτικά μονοπάτια όπως του 
μεταβολισμού γλυκερολιπιδίων, γλυκεροφωσφολιπιδίων και γλυκοσφιγγολιπιδίων, 
βιοσύνθεσης λιπαρών οξέων, αντιποκινών και ινσουλίνης. Τα ανωτέρω σηματοδοτικά 
μονοπάτια εμπλέκονται στην ανάπτυξη ΟΑ, το οποίο μας οδηγεί στο συμπέρασμα της 
ανάγκης περεταίρω μελέτης για την ανάδιεξη του μηχανισμό δράσης αυτών. 
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                                                  Abstract 
 
 
 
OA is a multifactorial degenerative joint disease in which we have a gradual 
deterioration of all joint structures leading to loss of joint function. MiRNAs are small 
non-coding RNA molecules that silence gene expression by targeting mainly the 3’ 
untranslated region of their target mRNAs. MiRNAs are involved in the control of 
various cellular processes and are involved in the development of various diseases, 
including choroarthritis. The present Master thesis was based on large-scale analysis 
study that was performed in the Laboratory of Cytogenetics and Molecular Geneticss 
at University of Thessaly, using high resolution microarrays to evaluate the expression 
profile of microRNAs in the serum of patients with OA and in healthy subjects. MiR-
33b-3p, miR-4284, miR-6737-3p, mirR-6858-3p, miR-7110-5p were shown to exhibit 
differentiated serum expression levels between OA patients A and healthy individuals. 
The target genes of the above metntioned 5 miRNAs were identified through the 
Targetscan, DAVID-KEGG and Panther bioinformatics tools and were found to be 
involved in common molecular, cellular and biological functions. Common signaling 
pathways such as glycerophospholipid, glycerophospholipid and glycosphagolipid 
metabolism, biosynthesis fatty acids, anti-inflammables and insulin were also identified 
between the 5 miRNAs. The above signaling pathways are involved in the development 
of OA, suggesting that there is need for further functional studies to clarify the role and 
mechanism of action of the above miRs in OA development. 
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Εισαγωγή 
1. Οστεοαρθρίτιδα 
           
           Η οστεοαρθρίτιδα είναι η πιο κοινή μορφή αρθρίτιδας και η κύρια αιτία 
μειωμένης κινητικότητας στους ηλικιωμένους (Felson et al. 2006). Έχει προβλεφθεί 
ότι περισσότεροι από 67 εκατομμύρια άνθρωποι θα επηρεαστούν από την ΟΑ στις 
ΗΠΑ μέχρι το 2030, με αποτέλεσμα εξαιρετικά υψηλή κοινωνικοοικονομική 
επιβάρυνση (Hunter et al.2014, Hootman et al. 2006). 
           Τα τελευταία χρόνια, η χειρουργικά προκαλούμενη αποσταθεροποίηση του 
μέσου μηνίσκου (medial meniscus -DMM) (Glasson et al. 2007) και γενετικά μοντέλα 
ποντικών (Shen et al. 2013, Serra et al. 1997, Yang et al. 2001, Little et al. 2009, Lin et 
al. 2009, Mirando et al. 2013, Glasson et al. 2005, Stanton et al. 2005), έχουν βοηθήσει 
στη περιγραφή του πιθανού ρόλου των γονιδίων που σχετίζονται με την παθογένεση 
της ΟΑ. Ωστόσο, η πλήρης κατανόηση των παραγόντων που επηρεάζουν την έναρξη 
και την εξέλιξη της ΟΑ δεν είναι ακόμα δυνατή, με αποτέλεσμα να μην υπάρχει πρώιμη 
κλινική διάγνωση της πάθησης στα αρχικά στάδια, και ικανότητα ίασης στο τελικό 
στάδιο της ΟΑ.  Η χορήγηση παυσίπονων ή/και χειρουργική ανάπλαση της άρθρωσης  
παραμένουν οι μόνες θεραπευτικές παρεμβάσεις (Anderson et al. 2011, van den Berg 
et al. 2010, Bijlsma et al. 2011). 
            Η οστεοαρθρίτιδα είναι μία πολυπαραγοντική πάθηση με γενετικό και 
επιγενετικό υπόβαθρο (Fernanderz-Tajes et al. 2014, Rushton et al. 2014, Delgado-
Calle et al.2013), με επίδραση από παράγοντες όπως η ηλικία, η παχυσαρκία, η 
εμβιομηχανική φόρτιση των αρθώσεων, μεταβολικοί παράγοντες να συμμετέχουν στην 
αιτιοπαθογένειά της (Krasnokutsky et al. 2007, Wang et al. 2011). 
 
1.1 Παθογένεση 
 
             Η ΟΑ είναι μία εκφυλιστική νόος των αρθρώσεων με κλινικά συμπτώματα, 
συμπεριλαμβανομένου του χρόνιου πόνου, τη δυσλειτουργία των αρθρώσεων, τη 
δυσκαμψία κα τη μείωση του εσωτερικού χώρου της άρθρωσης. Κατά την εξέλιξη της 
ΟΑ, τα αρθρικά χονδροκύτταρα υπερτροφούν, οδηγώντας σε αποικοδόμηση της 
εξωκυττάριας ουσίας (extracellular matrix – ECM), εκφυλισμό του αρθρικού χόνδρου, 
ακολουθούμενη από αγγειογένεση, σκλήρυνση του υποχόνδριου οστού, ανάπτυξη 
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οστεοφύτων και φλεγμονή του αρθρικού υμένα (Sandell et al. 2012, Dos et al. 2008, 
Goldring et al. 2007). 
              Ο εκφυλισμός του αρθρικού χόνδρου ως πρώιμο στάδιο της νόσου θεωρείται 
ένας σημαντικός παράγοντας που οδηγεί στην καταστροφή της άρθρωσης. 
Φυσιολογικά ο αρθρικός χόνδρος αναπτύσσεται, κατά τη διάρκεια της μεταγεννητικής 
περιόδου,  ως μόνιμος ιστός, διαχωρισμένος από τη πλάκα ανάπτυξης. Η επιφάνεια του 
αρθρικού χονδρικού ιστού εμφανίζεται να είναι στη διαρθρωτική περιοχή, λεία, 
σκληρή, λευκή με ικανότητα να λειτουργεί ως απορροφητής των δυνάμεων που 
αναπτύσσονται στη περιοχή της άρθρωσης. Το κολλαγόνο και οι πρωτεογλυκάνες είναι 
τα κύρια συστατικά μόρια της εξωκυττάριας ουσίας (ECM) του αρθρικόύ χόνδρου 
(Eyre et al. 2002, Knudson et al. 2000, Verzijl et al. 2000, Kannu et al. 2009). 
Πολυμορφισμοί γονιδίων των ECM-συστατικών, συμπεριλαμβανομένων του τύπου ΙΙ, 
ΙΧ και ΧΙ κολλαγόνου έχουν παρατηρηθεί σε ασθενείς με ΟΑ (Rodriguez et al. 2003, 
Jeong et al. 2014, Carlson et al. 2006). Είναι πλέον διαπιστωμένο ότι η δυσλειτουργία 
των χονδροκυττάρων είναι άμεσα συνδεδεμένη με τη διαδικασία του εκφυλισμού της 
άρθρωσης στην ΟΑ. 
 
1.2 Γενετική συμμετοχή στην οστεοαρθρίτιδα 
 
           Η γενετική προδιάθεση της ΟΑ έχει διαπιστωθεί εδώ και πολλά χρόνια, μέσω 
μελετών δίδυμων, αναλύσεων συσχέτισης για ανάδειξη υποψήφιων γονιδίων (Spector 
et al. 1996, Felson et al. 1998, Loughlin et al. 2000). Παρόλο που η γενετική της ΟΑ 
είναι πολύπλοκη, η γενετική συμμετοχή είναι αρκετά σημαντική. Έχει αποδειχθεί ότι 
η κληρονομική συνεισφορά στην ΟΑ κυμαίνεται από 40-65%, ανάλογα με τον τόπο 
και τον πληθυσμό (Zhang et al. 2010). Την περασμένη δεκαετία, ο δυνητικός ρόλος 
των γονιδίων και των σηματοδοτικών μονοπατιών στην ΟΑ απεδείχθει μέσω μελετών 
σε ιστούς ασθενών με ΟΑ και in vivo σε πειραματόζωα, μέσω χειρουργικά επαγόμενης 
ανάπτυξης ΟΑ, όπως και γενετικά τροποποιημένων ποντικών. 
           Σηματοδοτικά μονοπάτια των TGF-β, Wnt/β-κατενίνης,  Indian Hedgehog 
(Ihh),  Notch, FGF (fibroblast  growth factor) και του HIF (hypoxia-inducible factor), 
έχει δειχθεί ότι επάγουν την υπερτροφία των χονδροκυττάρων. Ο ρόλος τους έχει 
επιβεβαιωθεί πειραματικά ζωικά μοντέλα της νόσου(Shen et al. 2013, Serra et al. 1997, 
Yang et al. 2001, Lin et al. 2009, Mirando et al. 2013, Wang et al. 2012). Μελέτες έχουν 
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δείξει ότι ο παράγοντας RUNX2 η μεταλλοπρωτεινάση  MΜΡ-13 και ο ADAMTS5 
είναι κοινά γονίδια στόχοι των ανωτέρω σηματοδοτικών μονοπατιών, διαταράσσοντας 
τη αναβολική-καταβολική ισορροπία στα χονδροκύτταρα, οδηγώντας στον εκφυλισμό 
του χόνδρου μέσω ενίσχυσης  των μεταλλοπρωτεινασών (MMP), της δισιντεγκρίνης 
και των  μεταλλοπρωτεϊνασών με δράση θρομβοσπνδίνης (ADAMTS), το οποίο οδηγεί 
σε αποδόμηση του κολλαγόνου τύπου ΙΙ και της αγγρεκάνης (Little et al. 2009,. 
Glasson et al. 2005, Hirata et al. 2012, Barnholtz-Sloan et al. 2005, Kim et al. 2014). 
Μεγάλες μελέτες GWAS ανέδειξαν γονίδια που προδιαθέτουνν στη ανάπτυξη ΟΑ. 
Ειδικότερα ταυτοποιήθηκαν τα γονίδια σημαντικών δομικών και ECM-σχετικών 
παραγόντων (Col2a1, Col9a1, ColI IaI), καθώς και των σηματοδοτικών μονοπατιών 
Wnt  (Sfrp3), BMP (bone morphogenetic protein) (Gdf5), TGF-β (Smad3). Στα 
περισσότερα είχε υπάρξη επιβεβαίωση συμμετοχής στην ΟΑ, μέσω πειραματικών 
μοντέλων της νόσυ (Rodriguez et al. 2003, Jeong et al. 2014, Carlson et al. 2006, 
Loughlin et al. 2004, Bijsterbosch et al. 2013, Valdes et al. 2010, Zhang et al. 2015). 
Τέλος SNPs ταυτοποιήθηκαν σε αρκετά γονίδια όπως το GNL2, ASTN2, CHST11 
μέσω genome-wide screen μελέτες (arcOGEN Consortium et al. 2012), ωστόσο τα 
δεδομένα χρειάζονται περεταίρω επιβεβαίωση. 
 
1.3 Επιγενετική συμμετοχή στην ΟΑ 
 
          Πρόσφατες μελέτες συσχετίζουν το ρόλο της επιγενετικής ρύθμισης ως ένα 
σημαντικό παράγοντα στην ποθολογία και στην εξέλιξη της ΟΑ.  
Επιγενετικές αναλύσεις έδωσαν νέα οπτική στο ρόλο της μεθυλίωσης, στη ρύθμιση της 
έκφρασης γονιδίων μεταγραφικών παραγόντων, κυτοκινών, ECM πρωτεϊνών και 
MMPs στην ΟΑ(Zhang et al. 2014).  
1.4 Η ηλικία 
 
           Ένας από τους πιο κοινούς παράγοντες κινδύνου για την ανάπτυξη ΟΑ είναι η 
ηλικία. Η πλειοψηφία των ανθρώπων άνω των 65 ετών διαγνώσκοντε με αλλαγές σε 
μία ή περισσότερες αρθρώσεις, με τη χρήση ακτινογραφίας(Felson et al. 1987, Jordan 
et al. 2007, Dillon et al. 2006, van Saase et al. 1989, Andrianakos et al. 2006). Μελέτες 
σε αρθρικά χονδροκύτταρα δείχνουν ότι τα μεγαλύτερης ηλικίας κύτταρα εμφανίζουν 
υψηλότερα επίπεδα οξυδωτικού στρες, το οποίο προάγει τη κυτταρική γήρανση, και 
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μεταβάλλει τη λειτουργία των μιτοχονδρίων(Loeser et al. 2011, Kim et al. 2010, 
Goodwin et al. 2010, Naik et al. 2011). Σε μία σπάνια μορφή της ΟΑ, στην ασθένεια 
Kashin-Back, η εξέλιξη της ασθένειας σχετίστηκε με μιτοχονδριακή δυσλειτουργία και 
κυτταρικό θάνατο(Liu et al. 2010).  
           Ένα άλλο χαρακκτηριστικό της γήρανσης των χονδροκυττάρων είναι η 
μειωμένη ικανότητα επιδιόρθωσης. Ειδικότερα, σε χονδροκύτταρα από ηλικιώμένους 
με ΟΑ, παρατηρείται να αυξάνεται η αναλογία των TGF-β υποδοχέων ALK1 σε ALK5, 
το οποίο οδηγεί σε καταστολή του μονοπατιού TGF-β και στον καταβολισμό μέσω 
έκφρασης μετταλοπρωτεϊνασών (MMP- matrix metalloproteinase)(Blaney Davidson et 
al. 2009, van der Krann et al. 2010). Πρόσφατες μελέτες σε γερασμένα κύτταρα 
δείχνουν, ότι ολόκληρο το γενωμικό DNA εμφανίζει διαφορετικό πρότυπο μεθυλίωσης 
(Richardson et al. 2003, Christensen et al. 2009). H αλληλούχιση του γονιδιώματος 
ασθενών με ΟΑ επιβεβαίωσε ότι αυτές οι επιγενετικές αλλοιώσεις παρουσιάζεται στα 
χονδροκύτταρα με ΟΑ (Fernandez-Tajes et al. 2014, Jeffries et al. 2014, den Hollander 
et al. 2014), εν μέρει λόγω αλλαγών στην έκφραση των ενζύμων Dnmts (μεθυλίωση) 
και Tets (από-μεθυλίωση) (Haseeb et al. 2014, Taylor et al. 2014, Taylor et al. 2015). 
 
1.5 Παχυσαρκία 
 
            Τα τελευταία χρόνια η παχυσαρκία αποτελεί παγκόσμια επιδημία. Η σχέση 
μεταξύ παχυσαρκίας και ΟΑ έχει αναγνωριστεί από καιρό (Felson et al. 1988, 
Anandacoomarasamy et al. 2008). Ασθενείς με παχυσαρκία, αναπτύσουν ΟΑ 
νωρίτερα, έχουν πιο σοβαρά συμπτώματα, υψηλότερο κίνδυνο για λοίμωξη και 
περισσότερες τεχνικές δυσκολίες στη χειρουργική ανάπλαση της άρθρωσης.  
             Εκτώς από τη φόρτιση δυνάμεων στην άρθρωση του γόνατος, η παχυσαρκία 
συμβάλει συμβάλλει στην συστημική φλεγμονή χαμηλού επιπέδου, μέσω της έκκρισης 
κυτταροκινών από τον λιπώδη ιστό, των αντιποκινών (Conde et al. 2011, Das UN et al. 
2001, Fain et al. 2010), Ειδικότερα, τα επίπεδα τα επίπεδα των πρό-φλεγμονωδών 
κυτταροκινών, συμπεριλαμβανομένω της IL-1β, IL-6, IL-8, του TNF-α εμφανίζονται 
αυξημένα (Bunout et al. 1996, Visser et al. 2001, Aygun et al. 2005, Pou et al. 2007, 
Straczkowski et al. 2002), και σε παχυσαρκους ποντικούς σε δίαιτα υψηλής 
κατανάλωσης λιπαρών(Zhou et al. 2011, Neels et al. 2009, Brown et al. 2014, Louer et 
al. 2012) και σε ασθενείς με παχυσαρκία (Stehouwer et al. 2002, Duncan et al. 2003, 
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Wellen et al. 2005). Αυτοί οι παράγοντες μπορούν να ενεργοποιήσουν το NF-κΒ 
σηματοδοτικό μονοπάτι, και καταβολικές διεργασίας στα χονδροκύτταρα οι οποίες 
οδηγούν στην αποδόμηση της εξωκυττάριας ουσίας (ECM), μέσω ενίσχυσης των 
μεταλλοπρωτεινασών (MMP) (Kapoor et al. 2011, Fernandes et al. 2002, Martel-
Pelletier et al. 1999).   
 
2.1 MicroRNA, βιογένεση, λειτουργία και δράση. 
Τα τελευταία χρόνια η πρόοδος στον τομέα των Βιοεπιστημών οδήγησε στην 
ανακάλυψη των μικρών μορίων RNAs τα οποία δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες, γνωστά 
ως microRNAs (miRNAs ή miRs). Πρόκειται για μικρά μη-κωδικά μόρια RNA μήκους 
18-25 νουκλεοτιδίων τα οποία αποτελούν σημαντικούς μετα-μεταγραφικούς ρυθμιστές 
της γονιδιακής έκφρασης.  
Η βιογένεση των miRNAs είναι μία πολύπλοκη διαδικασία που ξεκινά στο 
πυρήνα του κυττάρου και ολοκληρώνεται στο κυτταρόπλασμα (Εικόνα 1).  Η 
διαδικασία της βιογένεσης ξεκινάει με τη μεταγραφή του microRNA του γονιδίου από 
την  RNA-πολυμεράση ΙI παράγοντας το πρωταρχικό μόριο, το pri-miRNA. Το pri-
miRNA  αναδιπλώνεται σε δομή φουρκέτας,  με μονόκλωνα 5΄και 3΄άκρα. Ακολούθως 
το pri-miRNA ενδονουκλεοτιδική πέψη από το ένζυμο Drosha, το οποίο ανήκει στην 
κατηγορία της RNA-πολυμεράση ΙIΙ.  (Lee,Yet et al. 2004, Borchertet et al. 2006). 
Αποτέλεσμα της παραπάνω διεργασίας είναι η παραγωγή των πρόδρομων μορίων 
miRNA, τα pre-miRNA.  Η παραγωγή του pre-miRNA καταλύεται από ένα πυρηνικό 
σύμπλοκο, το οποίο σχηματίζεται από το ένζυμο Drosha και το συμπαράγοντα Pasha 
(Di George Syndrome Critical Region 8) (Bartel et al. 2004). Το πρόδρομο-mRΝΑ 
εξάγεται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα μέσω του συμπλόκου της εξπορτίνης-5 
(Exportin-5) και της Ran-GTP πρωτεΐνης (Zeng,Yetal et al. 2004, Bohnsacketal et al. 
2004). Στο κυτταρόπλασμα, υποβάλλεται σε περαιτέρω επεξεργασία υπό τη δράση του 
ένζυμου Dicer (RNaseIII) σε συνδυασμό με της πρωτεΐνης  TAR  (Rna binding protein 
- TRBP) με αποτέλεσμα να αποκόπτεται το άκρο της φουρκέτας του pre-miRΝΑ και 
να παράγεται το δίκλωνο μόριο miRNA:miRNA (Hutwagneretal et al. 2001). Το 
δίκλωνο μόριο αποδιατάσσεται και το ώριμο miRNA συνδέεται με τον πρωτεϊνη 
Argonaute (Ago2), σχηματίζοντας το σύμπλοκο RISC (Rna-induced silencing 
complex) (Bartel et al. 2004, Winter et al. 2009). Μόλις σχηματισθεί το miRISC, το 
miRNA μπορεί να επάγει τη δράση αποσιώπησης του mRNA-στόχου, είτε μέσω 
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αποικοδόμησης, είτε με καταστολή της μεταγραφής ή επάγοντας την απαδενυλίωση 
του mRNA-στόχου (Winter et al. 2009).  
 
Εικόνα 1. Βιογένεση των microRNAs 
 
Ο λειτουργικός ρόλος των miRΝΑs έγκειται στη ρύθμιση της γονιδιακής 
έκφρασης όπου κατά κύριο λόγο αποτελούν αρνητικούς ρυθμιστές αυτής. (Ambros et 
al, 2001). Στους ανθρώπους, τα miRNAs προσδένονται στην 3΄αμετάφραστη περιοχή 
(3' UTR) του mRNA-στόχου είτε με μερική είτε με πλήρη συμπληρωματικότητα 
καταστέλλοντας τη μεταγραφής του mRΝΑ-στόχου (Ambros et al. 2004). Στα ζώα, ο 
κύριος μηχανισμός αποσιώπησης των miRNAs συνίσταται στην αποσταθεροποίηση 
του mRNA-στόχου επιδρώντας με αυτό το τρόπο στα επίπεδα της μετάφρασης (Lim et 
al. 2005, Pillai et al. 2005). Μικρός αριθμός miRNAs εμφανίζουν αποικοδομητική 
δράση, με την άμεση προσδέση σε διάφορες πρωτεΐνες, όπως πρωτεΐνες που 
προσδένονται στο RNA, αναστέλλοντας την αλληλεπίδραση τους με τους RNA 
στόχους  (Eiring et al. 2010). Τέλος, σε μερικές περιπτώσεις τα miRNAs  ρυθμίζουν τη 
γονιδιακή έκφραση σε μεταγραφικό επίπεδο με άμεση πρόσδεση σε DNA ρυθμιστικά 
στοιχεία (Kim et al. 2008), ενώ ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι σε ορισμένους 
κυτταρικούς τύπους αποτελούν θετικούς ρυθμιστές της γονιδιακής έκφρασης 
ενισχύοντας τη διαδικασία της μετάφρασης (Vasudevan et al. 2007).  
            Σημαντικό αριθμός ερευνών αναφέρει ότι διαταραχές της έκφρασης ή και 
λειτουργίας των microRNAs έχουν συσχετιστεί με πληθώρα παθήσεων (Gong et al. 
2005, Santamariaetal et al. 2014, Condorelli et al. 2014, Guayetal et al. 2011, 
Garzonetal et al. 2010). Τα περισσότερα δεδομένα σχετικά με το ρόλο των miRNAs σε 
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παθήσεις προέρχονται από μελέτες στον καρκίνο (Jacobsen et al. 2013, Li et al. 2014), 
οι οποίες έχουν συσχετίσει τα επίπεδα έκφρασης πληθώρας microRNAs με το 
φαινότυπο επιθετικού και μεταστατικού τύπων καρκίνων (Ma et al. 2007, Tavazoie et 
al. 2008), ογκοκατασταλτική ή ογκογενετική δράση υποδηλώνοντας εμπλοκή αυτών 
στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού καρκινικών κυττάρων (Zhang et al. 
2007).  
            Αρκετές ερευνητικές ερευνητικές ομάδες προτίνουν ότι τα miRNAs μπορούν 
να διαδραματίσουν ένα βασικό ρόλο στην ΟΑ (Yu et al. 2011, Miyaki et al. 2012, 
Sondag etal. 2016, De Palma et al. 2017, Zhang et al. 2017), λόγω του γεγονότος ότι η 
μηχανική φόρτιση των αρθρώσεων επιδρά στην έκφραση των miRNAs. Προς στήριξη 
αυτής της θέσης, ήταν τα στοιχεία ότι τα miRNAs ρυθμίζουν εκατοντάδες γονίδια, τα 
οποία σχετίζονται με την ανάπτυξη του χόνρου, την ομοιόσταση και την παθολογία της 
ΟΑ(Mirzamohammad et al. 2014). Τα αποτελέσματα αυτών των μελετών, μετά από 
μετανάλυση (Wu et al. 2014), αποκάλυψαν περισσότερα από 25 miRNAs τα οποία 
εμπλέκονται στην ανάπτυξη του χόνδρου και της ΟΑ, και ειδικότερα miRNAs τα οποία 
συνδέονται με τη ρύθμιση της υπερτροφίας των χονδροκυττάρων και τη σύνθεση των 
πρωτεολυτικών ενζύμων. Αξίζει να σημειωθεί ότι μονοπάτια που εμπλέκονται στην 
ΟΑ, όπως του TGF-β/SMA και Drosophila MADs (SMADs)/ BMPs (bone 
morphogenetic proteins), MMPs, ADAMTS, iNOS (inducilbe nitric acid synthase) IL-
1, TNF-a, ρυθμίζονται από miRNAs(Li et al. 2016).  
                Επιπλέον τα παθολογικα φαινόμενα της ΟΑ, που σχετίζονται με τον 
εκφυλισμό του χόνδρου, συμπεριλαμβανόμενης της παχυσαρκίας, της φλεγμονής, της 
απόπτωσης, της αυτοφαγίας, βρέθηκαν να σχετίζονται με τη δράση των miRNAs 
(Musumeci et al. 2015). Ειδικότερα με την αυτοφαγία, τα miRNAs είναι πιθανό να 
διαδραματίζουν ρόλο στην αυτοφαγία των χονδροκυττάρων στην ΟΑ, λόγω της 
ικανότητας τους να ρυθμίζουν την απόπτωση (Li et al. 2016, Nugent et al. 2016) και 
την αντίδραση οξυγόνου(Nugent et al. 2016). Ειδικότερα miRNAs τα οποία έχουν 
βρεθεί να διαδραματίζουν ρόλο στην ΟΑ είναι τα mir-9, mir-27, mir-34a, mir-140, mir-
558 και mir-602(Cong et al. 2017). Στη πραγματικότητα, μερικά από αυτά τα miRNAs 
ταυτοποιήθηκαν ως ρυθμιστες της ιντερλευκίνης-επαγόμενης έκφρασης των MMP-13 
( κολλαγονάση-3), μιας μεταλλοπρωτεινάσης κρίσιμη στην αποικοδόμηση του 
χονδρικού κολλαγόνου ΙΙ (Cong et al. 2017).  
                  Λαμβάνοντας υπόψιν τη συμμετοχή των miRNAs στη ρύθμιση 
ενδοκυτταρικών σηματοδοτικών μονοπατιών που ενέχονται στον καρκίνο, 
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διατυπώνεται η άποψη ότι τα συγκεκριμένα μόρια μπορούν να αποτελέσουν στόχο 
θεραπευτικών μοντέλων (Van et al. 2012). Μέχρι σήμερα έχουν αναπτυχθεί δυο 
διαφορετικές στρατηγικές στη χρήση των microRNAs ως θεραπευτικούς στόχους οι 
οποίες βρίσκονται σε προκλινικό ή και κλινικό στάδιο και στοχεύουν τα επιμέρους 
βήματα της βιογένεσής τους. Συγκεκριμένα, οι προσεγγίσεις που ακολουθούνται 
αφορούν στην αποκατάσταση της ογκοκατασταλτικής τους δράσης αποκαθιστώντας 
τα μειωμένα επίπεδα τους είτε με χορήγηση συνθετικού miRΝΑ (mimic miRNA) είτε 
μέσω ειδικών miRNA vectors (Garzon et al. 2010, Thum et al. 2012, Bader et al. 2011). 
Επιπλέον, κλινικές δοκιμές στοχεύουν σε αναστολή του miRNA μέσω antisense αντι-
miRNA ολιγονουκλεοτιδίων (Garzon et al. 2010), locked νουκλείκά οξέα αντι-miRNA 
(Vester et  al. 2004), miRNA sponges (Ebert et al. 2007), miRNA masks (Choi et al. 
2007 και μικροί μοριακοί miRNA αναστολείς (Gumireddy et al. 2008) (Εικόνα 2).  
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Εικόνα 2. Θεραπευτικές στρατηγικές και microRNAs 
 
 
 
2.2 Βιολογικά στοιχεία στην υπολογιστική ανάλυση 
 
Όπως προαναφέρθηκε τα miRNAs ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων σε μετα-
μεταγραφικό επίπεδο μέσω της πρόσδεσής τους στην 3΄UTR του mRNA-στόχου. Η 
πρόσδεσή τους βασίζεται στον κανόνα της συμπληρωματικότητας των βάσεων και έχει 
ως αποτέλεσμα είτε την αποικοδόμηση του mRNA και καταστολή της μεταγραφής 
(πλήρης συμπληρωματικότητα) είτε την αναστολή της μετάφρασης (μερική 
συμπληρωματικότητα). Ο τρόπος αυτός δράσης των microRNAs βασίζεται σε τρείς 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 16:57:14 EEST - 137.108.70.13
 16 
θεμελιώδεις αρχές της λειτουργίας των συγκεκριμένων μορίων, α) αλληλεπίδραση 
μέσω μιας συμπληρωματικής αλληλουχίας με το mRNA-στόχο (Lee et al. 1993), β) η 
περιοχή δράσης του miRNA οριοθετείται στην 3΄UTR του mRNA (Lee et al. 1993, 
Wightman et al. 2001) και γ) παρουσία διατηρημένων στοιχείων που επηρεάζουν την 
αλληλεπίδραση του miRNA:mRNA (Wightman et al 2001). 
Τα παραπάνω στοιχεία σχετικά με τις αρχές που διέπουν τον τρόπο δράσης και 
λειτουργίας των miRNAs παρέχουν τη βάση για την ανάπτυξη εργαλείων 
βιοπληροφορικής που επιτρέπουν την πρόβλεψη των mRNA-στόχων των miRNAs. 
Ειδικότερα η ανάλυση που διεξάγεται με τα υπολογιστικά προγράμματα βασίζεται στις 
εξής παραμέτρους οι οποίες θα αναλυθούν ακολούθως: α) την αλληλουχία του miRNA, 
β) την 3΄UTR του mRNA, γ) την ενέργεια (σταθερότητα) των συμπλόκων, δ) την 
3΄UTR του miRNA και ε) τις συντηρημένες αλληλουχίες (μεταξύ διαφορετικών 
ειδών).  
 
2.2.1 Αλληλουχία του miRNA 
Η ανάπτυξη αλγορίθμων για την εύρεση της αλληλουχίας-στόχου του miRNA 
προϋποθέτει την ύπαρξη βάσεων δεδομένων στις οποίες έχουν καταχωρηθεί οι 
αλληλουχίες των microRNAs.  Η αποτελεσματικότητα των παραπάνω αλγορίθμων 
βασίζεται στον αριθμό των καταχωρήσεων υποδηλώνοντας μία άμεση συσχέτιση 
μεταξύ μεθόδου ανάλυσης (αλγορίθμου) και βάσεων. Ειδικότερα, ο μεγαλύτερος 
αριθμός καταχωρήσεων καθιστά την πρόβλεψη των mRNA-στόχων των εκάστοτε 
miRNA πιο αποτελεσματική και ισχυρή.  
Μέχρι σήμερα είναι διαθέσιμες αρκετές βάσεις δεδομένων που επιτρέπουν την 
ανάδειξη των γονιδίων που στοχεύουν τα microRNAs, στις οποίες καταχωρούνται οι 
αλληλουχίες τόσο των γονιδίων όσο και των miRNAs από διαφορετικά ήδη. Μεταξύ 
των βάσεων που χρησιμοποιούνται σήμερα συγκαταλέγεεται η βάση δεδομένων η 
Rfam για μη κωδικές αλληλουχίες (Nawrocki et al. 2015), η miRBase (Kozomara et al. 
2014), η TarBase (Sethupathy et al. 2006) και η miRecords (Xiao et al. 2009). 
Παράλληλα είναι διαθέσιμα εργαλεία όπως το TargetScan (Lewis et al. 2003), 
ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) (Consortium et al. 2012), miRanda και 
DIANA τα οποία επιτρέπουν την ανάλυση μεγαλύτερου όγκου δεδομένων. 
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2.2.2 3' UTR περιοχή του mRNA 
Η αλληλουχία του mRNA είναι απαραίτητη για τη πρόβλεψη του διμερούς 
miRNA:mRNA και ιδιαίτερα η 3΄UTR περιοχή. Δεδομένου ότι η πρόσδεση του 
miRNA στο mRNA του γονιδίου-στόχου πραγματοποιείται κατά κύριο λόγο στην 
3΄UTR περιοχή, η πλειοψηφία των υπολογιστικών προγραμμάτων βιοπληροφορικής 
χρησιμοποιούν την αλληλουχία της συγκεκριμένης περιοχής προκειμένου να 
ανευρεθούν τα γονίδια-στόχοι. Ωστόσο, στη βιβλιογραφία υπάρχουν μελέτες που 
δείχνουν ότι είναι δυνατόν τα miRNAs να στοχεύουν ολόκληρο το mRNA (Schnall-
Levinetal 2011). Η ανεύρεση ολόκληρης της αλληλουχίας του mRNA καθίσταται 
δυνατή σε βάσεις δεδομένων όπως η Ensembl (Cunningham et al. 2015), η Reference 
mRNA Sequences (RefSEq) (O'Leary et al. 2016) και η UCSC Genome (Karolchik et 
al. 2003, Karolchik et al. 2009). 
 
2.2.3 Η αλληλουχία έναρξης 
Η αλληλουχία έναρξης αποτελεί μία περιοχή ανάμεσα στα νουκλεοτίδια 2 εώς 
8, αριθμούμενα από το 5΄ στο 3΄ άκρο της αλληλουχίας και εμφανίζει πλήρη 
συμπληρωματικότητα με τη 3΄UTR περιοχή του mRNA. Το 2003 χρησιμοποιήθηκε η 
παραπάνω περιοχή για την αναζήτηση στον αλγόριθμο TargetScan (Lewis et al. 2005), 
ενώ αργότερα επεκτάθηκε στον TargetScanS (Lewis et al. 2005, Friedman et al. 2009). 
Η περιοχή έναρξης του miRNA εμφανίζει υψηλά συντηρημένα στοιχεία το οποίο δίνει 
τη δυνατότητα ομαδοποίησης και ταξινόμησης των miRNAs σε οικογένειες και είδη. 
Για αυτόν το λόγο πολλά εργαλεία όπως το PicTar (Krek et al. 2005), PITA (Kertesz 
et al. 2007), RNAhybrid (Kruger et al. 2006) και miRU (Zhang et al. 2005) εμπεριέχουν 
την περιοχή έναρξης ως βιολογικό στοιχείο «κλειδί» για την πρόβλεψη στόχων-
miRNA. Ωστόσο άλλοι αλγόριθμοι, όπως ο αλγόριθμος DIATA Tools, χρησιμοποιούν 
δικά τους κριτήρια για το ταίριασμα (pairing) των βάσεων. Πιο συγκεκριμένα, ο 
αλγόριθμος DIANA Tools χρησιμοποιεί miRNA-αναγνωριστικές αλληλουχίες, το 
οποίο βασίζεται στο γεγονός ότι αν η συμπληρωματικότητα των βάσεων είναι μερική, 
η σταθερότητα συνδεσης με το mRNA-στόχο δε θα επηρεαστεί. Επιπλεόν πρέπει να 
ληφθεί υπόψιν η ύπαρξη της G:U αστάθειας στην περιοχή έναρξης διότι ενδέχεται να 
επηρεάζει την κατασταλτική δράση των miRNAs (Doench et al. 2004). 
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2.2.4 Ελεύθερη ενέργεια και παρεχόμενη ενέργεια        
Λαμβάνοντας υπόψιν ότι η σταθερότητα των βιολογικών συστημάτων 
βασίζεται στους νόμους της θερμοδυναμικής, διατυπώνεται η υπόθεση ότι ο 
υπολογισμός της ελάχιστης ελεύθερης ενέργειας είναι δυνατόν να αντιπροσωπεύει τη 
σταθερότητα του ζευγαρώματος των βάσεων μεταξύ του miRNA και του mRNA-
στόχου. Κατ΄επέκταση, λιγότερη ελεύθερη ενέργεια σηματοδοτεί σταθερότερο δέσιμο 
RNA:RNA, αυξάνοντας με αυτόν τον τρόπο τη πιθανότητα ότι αυτή η αλληλεπίδραση 
να μπορεί να συμβεί (Mathews et al. 1999, Wightman et al. 1993). Η ελεύθερη ενέργεια 
εκφράζεται σε αρνητική τιμή και η μονάδα της είναι kcal/mol. Για τον υπολογισμό της 
ελεύθερης ενέργειας, χρησιμοποιείται το Vienna  RNA package (Hofacker et al. 1994, 
Lorenz et al. 2011) το οποίο χρησιμοποιείται από τα περισσότερα miRNA:mRNA 
εργαλεία πρόβλεψης. Επιπλέον προγράμματα όπως το PITA (Kertesz et al. 2007) 
χρησιμοποιούν την ελεύθερη ενέργεια για να υπολογίσουν την δυνατότητα να υπάρξει 
συμπληρωματικότητα του microRNA με την 3΄UTR του mRNA. Αυτή η εκτίμηση 
λαμβάνεi υπόψιν ότι το mRNA υιοθετεί μια δευτεροταγή δομή , ώστε να είναι 
προσβάσιμος ο χώρος που μπορεί να δράσει το miRNA (Kertesz et al. 2007).  
 
2.2.5 3΄ περιοχή του miRNA 
Μια επιπλέον παράμετρος που λαμβάνεται υπόψιν από τις βάσεις δεδομένων 
είναι η 3΄UTR περιοχή του miRNA, η οποία συμβάλλει σημαντικά στην 
αποτελεσματικότητα της καταστολής της γονιδιακής έκφρασης. Επιπλόν μπορεί να 
δράσει και ως αντισταθμιστική αλληλεπίδραση (compensatory interaction) όταν 
παρατηρείται ατελές ταίριασμα (mismatch) σε αυτή τη περιοχή (Friedman et al. 2009, 
Doench et al. 2004, Brenneck et al. 2005, Grimson et al. 2007). Η προαναφερθείσα 
παράμετρος χρησιμοποιείται στα εργαλεία TargetScan (Grimson et al. 2007, Friedman 
et al. 2009) και miRanda (Betel et al. 2010). 
 
2.2.6 Συντηρημένες εξελικτικά περιοχές 
Χαρακτηριστικό της βιολογίας των microRNAs είναι και οι συντηρημένες 
εξελικτικά περιοχές. Όταν υπάρχει περιοχή πρόσδεσης του miRNA σε διαφορετικά 
είδη, το γεγονός αυτό υποδηλώνει συντηρημένη περιοχή η οποία μπορεί να βρίσκεται 
σε οποιοδήποτε σημείο στην αλληλουχία του miRNA. Η ανάλυση για την ανεύρεση 
συντηρημένης αλληλουχίας περιλαμβάνει τη χρήση φυλογενετικών και εξελικτικών 
αποστάσεων η οποία επιτρέπει την ανεύρεση λειτουργικών συμπλόκων miRNA-στόχοι 
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δεδομένου ότι η ανάλυση διέπεται από την αρχή της φυσικής επιλογής. Με αυτόν τον 
τρόπο, ο υψηλός βαθμός συντήρησης θα μπορούσε να είναι ενδεικτικός της αξιοπιστίας 
της πρόβλεψης (Friedman et al. 2009). Το επίπεδο συντήρησης συνιστά σημαντική 
παράμετρο και εμπεριέχεται στους περισσότερους αλγόριθμους πρόβλεψης των 
miRNA-στόχων, συμπεριλαμβανομένων του TargetScan (Nam et al. 2014), miRanda 
(Betel et al. 2010), DIANA-microT (Reczko et al. 2012), PicTar (Krek et al. 2005), 
PITA (Kertesz et al. 2007) και EIMMo (Gaidatzis et al. 2007). Ωστόσο, υπάρχουν 
μερικές εξαιρέσεις όπως το RNA22 εργαλείο, το οποίο εντοπίζει πιθανές περιοχές-
στόχους ανεξάρτητα από το βαθμό συντήρησής τους (Miranda et al. 2006). 
 
2.2.7 Άλλες περιοχές στόχοι 
Έρευνες υποστηρίζουν ότι εκτός της 3΄UTR περιοχής του γονιδίου, είναι 
δυνατή η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης με πρόσδεση του microRNA και σε άλλες 
περιοχές του γονιίου-στόχου. Μεταξύ των περιοχών συγκαταλέγονται η 5΄UTR 
περιοχή (Orom et al. 2008, Gu et al. 2014), τα πλαίσιο ανοικτού διαβάσματος (open 
reading frames, ORFs) (Mandkeetal 2012, Zhang et al. 2015) και οι κωδικές 
αλληλουχίες (CDS) των mRNAs (Guo et al. 2015), οι οποίες περιοχές 
συμπεριλαμβάνονται στην αναζήτηση δημιουργίας αξιόπιστων εργαλείων για εύρεση 
των miRNA-στόχων. Για παράδειγμα, η νέα έκδοση του DIANA microT εμπεριέχει 
την πρόβλεψη miRNA:MRE στη CDS περιοχή (Reczko et al. 2012). Επιπλέον το 
υπολογιστικό εργαλείο RNA22 εμπεριέχει τη πρόβλεψη συγκεκριμένων 
νουκλεοτιδίων στην 3΄UTR, 5΄UTR και CDS περιοχές (Miranda et al. 2006). Τέλος το 
miRTar (Hsu et al. 2011, Xu et al. 2014) και το TargetS (Xu et al. 2014) εμπεριέχουν 
αυτές τις 3 περιοχές στη πρόβλεψή τους. 
 
2.2.8 Τα πλαίσια 
Η συγκεκριμένη παράμετρος αναφέρεται στους παράγοντες που 
προαναφέρθηκαν ότι επηρεάζουν την αλληλεπίδραση miRNA:mRNA, αλλά δεν 
εξαρτώνται άμεσα από την αναγνώριση της αλληλουχίας. Ανάμεσα σε αυτούς τους 
παράγοντες που επιδρούν στην όλη διαδικασία σύνδεσης microRNA και mRNA-
στόχου συμπεριλαμβάνονται η σύνδεση πρωτεϊνών στο RNA (Hafner et al. 2010) και 
η μεθυλίωση του RNA σε διάφορες θέσεις (Wang et al. 2014). Επιπλέον σημαντικό 
ρόλο διαδραματίζουν αφενός η ιστοειδική δράση των miRNAs σε διαφορετικές 
κυτταρικές σειρές και ιστούς (Nam et al. 2014), καθώς και η παρουσία των μακρών μη 
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κωδικών μορίων RNA, τα οποία δρουν ως καταστολείς μέσω της αλληλεπίδρασης 
miRNA:lncRNA (Salmena et al. 2011, Jeggari et al. 2012). Για αυτό το λόγο, η 
μεθοδολογία που χρησιμοποιείται από τους διάφορους αλγορίθμους για την πρόβλεψη 
των γονιδίων-στόχων λαμβάνει υπόψιν τον βαθμός της καταστολής και τη συνεργατική 
δράση των miRNAs όπως γίνεται στην περίπτωση του TargetScan (Grimson et al. 
2007, Nam et al. 2015, Garcia et al. 2011), ενώ τα εργαλεία miRTar και miRanda/PITA 
συνυπολογίζουν το εναλλακτικό μάτισμα (Hsuetal 2011) και τη δευτεροταγή δομή 
(Enright et al. 2003) (Kertesz et al. 2007), αντιστοίχως. Επίσης έχουν αναπτυχθεί 
διαδικτυακά εργαλεία τα οποία έχουν σχεδιαστεί για να εντοπίζουν μόρια ρύθμισης 
των miRNAs (Joung et al. 2007, Zhang et al. 2011), όπως και να προβλέπουν τους 
στόχους των miRNAs βασιζόμενα στην έκφραση τους (Huang et al. 2007, Huang et al. 
2008). 
 
2.3 Διαφορετικές προσεγγίσεις της βιοπληροφορικής στη μελέτη των miRNAs 
Μέχρι σήμερα υπάρχει ποικιλία εργαλείων βιοπληροφορικής τα οποία έχουν 
αναπτυχθεί, ώστε να επιτρέπουν την επεξεργασία της ροής δεδομένων αναφορικά με 
τα miRNA. Τα εργαλεία αυτά περιλαμβάνουν την ανάλυση των miRNA τόσο σε 
επίπεδο πρόβλεψης των γονιδίων-στόχων, όσο και την ανάλυση της έκφρασής τους. 
Επιπλέον παρέχουν πληροφορίες για τα σηματοδοτικά μονοπάτια που ρυθμίζουν και 
ρυθμίζονται από τα microRNA, τις βιολογικές διεργασίες στις οποίες ενέχονται τα 
miRNA και τα γονίδια-στόχοι τους, καθώς επίσης επιτρέπουν την ανεύρεση πιθανών 
αλληλεπιδράσεων των microRNAs με άλλα μόρια όπως μεταγραφικούς παράγοντες 
(Εικόνα 3).  
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Εικόνα 3. Σχηματική απεικόνιση των διαθέσιμων βιοπληροφορικών εργαλείων (Akhtar et al. 2015) 
2.4 Αναγνώριση των miRNAs 
Η ταυτοποίηση των miRNAs είναι μια περίπλοκη διαδικασία που συμβάλλει 
στην κατανόηση της λειτουργίας και σημασίας των microRNAs. Μέχρι σήμερα η 
ανάπτυξη της βιολογίας επιτρέπει την εύκολη διερεύνηση του μοτίβου έκφρασης των 
διαφόρων miRNAs (Milagro et al 2013). Τα τελευταία χρόνια, η βιολογική και η 
βιοπληροφορική προσέγγιση, παρείχαν τη δυνατότητα ανακάλυψης χιλιάδων miRNAs 
απο φυτά, ζώα, μονοκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Siomi et al 2010) και 
ιούς (Li et al. 2008). Αυτά τα δεδομένα είναι συγκεντρωμένα στη βάση miRBase, την 
κύρια διαδικτυακή βάση δεδομένων αλληλουχίας miRNAs. Σήμερα η miRBase 
περιέχει 24.521 miRNAs (30424 ώριμα miRNA) από 206 είδη, συμπεριλαμβανομένων 
1872 ανθρώπινης προέλευσης τα οποία παράγουν 2578 ώριμα miRNAs (Kozomatra et 
al. 2014). Στις τεχνικές εύρεσης miRNAs συμπεριλαμβάνονται η κλωνοποίηση 
(Bentwich et al. 2005), το στύπωμα κατά Northern (Varallyay et al. 2007), η τεχνολογία 
των μικροσυστοιχιών ( microarrays) (Liu et al. 2004) και in situ υβριδοποίηση (Nelson 
et al. 2006) τα οποία είναι χρονοβόρα και περιορισμένης αποτελεσματικότητας 
(Mendes et al. 2009). Τα παραπάνω μειονεκτήματα αντιμετωπίζονται με την 
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τεχνολογία της αλληλούχισης νέας γενιάς (NGS), η οποία είναι μια αξιόπιστη και 
ευαίσθητη μέθοδος για την ποσοτικοποίηση των miRNAs και την ανίχνευση των 
λιγότερων συχνών (Bar et al. 2008). Έχουν αναπτυχθεί αρκετοί αλγόριθμοι οι οποίοι 
εφαρμόζονται για την ανεύρεση νέων miRNAs απο τα δεδομένα που προκύπτουν από 
την NGS τεχνολογία. Αυτά τα εργαλεία λαμβάνουν υπόψιν τους κάποια κύρια 
γνωρίσματα των miRNAs όπως είναι οι συντηρημένες αλληλουχίες ανάμεσα στα είδη, 
η δομή φουρκέτας και η ελάχιστη ελεύθερη ενέργεια (Li et al. 2010). 
Νεότερες βιοπληροφορικές μέθοδοι προβλέπουν πιθανά miRNAs από τη 
γονιδιακή αλληλουχία, στοχεύοντας στην δευτεροταγή δομή του RNA, όπως 
συντηρημένες δομές φουρκέτας, οι οποίες είναι χαρακτηριστικές στα πρόδρομα 
miRNA  συγγενικών ειδών. Το Mirscan (Lim et al. 2003) και το miRseeker (Lai et al. 
2003) είναι εργαλεία που στοχεύουν σε συντηρημένες αλληλουχίες οι οποίες μπορούν 
να δώσουν δομή φουρκέτας βασισμένα στο RNAfold και Μfold, αντίστοιχα. Το 
MiRscan συγκρίνει αναγνωρισμένες δομές με γνωστά χαρακτηριστικά των miRNAs 
όπως τα 3΄- 5΄ συντηρημένα άκρα, ενώ το miRseeker αναγνωρίζει δομές φουρκέτας. 
Το MiRscan και το miRseeker ήταν τα πρώτα που εφαρμόστηκαν στην αναγνώριση 
miRNAs νηματωδών και μυγών αντίστοιχα, και στον εντοπισμό μεγάλου αριθμού 
πιθανών υποψήφιων μορίων, τα οποία αργότερα επιβεβαιώθηκαν πειραματικά.  
Ωστόσο, η δυναμική αυτών των εργαλείων βασιζόμενα σε συγκριτικές 
μεθόδους περιορίζεται σε εξελικτικά συντηρημένα mRNAs, ενώ υπάρχει περιορισμός 
στην εύρεση νέων miRNAs. Το τελευταίο μειονέκτημα αντιμετωπίζεται σήμερα με την 
ανάπτυξη μεθόδων μηχανικής μάθησης. Οι αλγόριθμοι της μηχανικής μάθησης 
επιτρέπουν στους υπολογιστές να μαθαίνουν απο πληροφορίες, οι οποίες συλλέγονται 
απο προηγούμενα επιβεβαιωμένα miRNAs και χρησιμοποιούνται ως θετικά πρότυπα 
για την αναγνώριση των νέων miRNAs. Οι αλγόριθμοι εμπεριέχουν ένα φυλογενετικό 
hidden Markov μοντέλo (HMM), μοντέλο Naive Bayes (Naive Bayes classifier - NBC) 
και μηχανές διανυσμάτων υποστήριξης (support vector machine - SVM) (Mendes et al. 
2009). Το μοντέλο HMMs αναγνωρίζει μοτίβα μεταξύ των δεδομένων σε 
συγκεκριμένες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες (Agarwal et al. 2010). Το μοντέλο Naive 
Bayes συνιστά ένα μοντέλο ταξινόμησης όπου διέπεται από την εφαρμογή μιας σχετικά 
απλής μεθόδου στον όγκο των δεδομένων και υπολογίζει τη πιθανότητα ένα δείγμα να 
ανήκει σε κάποια κλάση (Mitchell et al. 1997, Yousef et al. 2007).  Ο SVM είναι ένας 
ταξινομητής, ο οποίος κατηγοριοποιεί τα αντικείμενα με βάση την εικόνα κάθε 
αντικειμένου. Συγκρίνει διανυσματικά απο μία θετική και μία αρνητικά ταξινόμηση 
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και παρέχει ένα υπερπλάνο, δίνοντας το καλύτερο διαχωριστικό όριο ανάμεσά τους 
(Ben-Hur et al. 2010, Sheng et al. 2007). Αρκετά εργαλεία βασιζόμενα με αυτή τη 
προσέγγιση έχουν αναπτυχθεί για την πρόβλεψη miRNAs για διαφορετικά είδη. Σε 
αυτή την κατηγορία ανήκει το ProMir (Nam et al. 2005), ένα HMM εργαλείο, 
πιθανολογικής συνεργατικής μάθησης βασισμένο σε συντηρημένες αλληλουχίες και 
δευτεροταγή δομή και χρησιμοποιείται για πρόβλεψη ανθρώπινων miRNA γονιδίων. 
Επιπλέον είναι δυνατή η πρόβλεψη τόσο συντηρημένων όσο και μη-συντηρημένων 
miRNA γονιδίων με εφαρμογή συγκεκριμένων φίλτρων/κριτηρίων. Επίσης το MiRRim 
(Terai et al. 2007) είναι ένα ακόμα HMM εργαλείο το οποίο λαμβάνει υπόψιν τα 
εξελικτικά δεδομένα και τη δευτεροταγή δομή των miRNA γονιδίων πετυχαίνοντας 
υψηλής απόδοσης ταυτοποίηση νέων ανθρώπινων miRNAs. Το HHMMiR (Kadri et al. 
2009), προβλέπει de novo miRNA φουρκέτες με απουσία εξελικτικής συσχέτισης. Η 
μέθοδος εφαρμόζει ένα ιεραρχικό HMM, αξιοποιώντας περιοχές της δομής όπως 
επίσης και της αλληλουχίας των πρόδρομων miRNAs. Ένα ακόμη εργαλείο είναι το 
SSC profiler (Oulas et al. 2009, Oulas et al. 2011), αξιοποιώντας μία πιθανολογική 
μέθοδο βασισμένη στο Profile HMMs, ικανό να αναγνωρίζει βιολογικά στοιχεία του 
miRNA όπως η αλληλουχία, η δομή, τη συντήρηση, ώστε να ταυτοποιεί νέα ώριμα 
miRNAs. 
Το MiRFinder (Huang et al. 2007) είναι ένα SVM εργαλείο το οποίο συγκρίνει 
γονίδια και ζεύγη αλληλουχιών ανάμεσα σε συγγενικά είδη. Ταυτοποιεί τη δομή της 
φουρκέτας απο μια σειρά υποψήφιων miRNAs και αποκλείει μη πιθανές δομές απο την 
SVM ανάλυση των 18 διαφορετικών παραμέτρων. Το NBC-εργαλείο 
BayesmiRNAfind (Yousef et al. 2006) είναι μια υπολογιστική προσέγγιση  η οποία 
προβλέπει γνωστά miRNAs με βάση την δευτεροταγή δομή και την αλληλουχίας τους, 
για ένα συγκεκριμένο γονιδίωμα που εμείς θέλουμε. Επίσης, ένα άλλο υπολογιστικό 
εργαλείο είναι το MatureBayes (Gkirtzou et al. 2010), το οποίο εντοπίζει υποψήφια 
ώριμα miRNA, βασιζόμενο στην αλληλουχία και στη δευτεροταγή δομή των 
πρόδρομων τους miRNA. Η μέθοδος προβλέπει την θέση έναρξης των πειραματικώς 
επιβεβαιωμένων, ώριμων miRNAs ανθρώπου και ποντικού, λαμβάνει υπόψιν μαζί 
θετικά (επαληθευμένα ώριμα miRNAs) και αρνητικά (ίδου μεγέθους μη-ώριμες 
miRNA αλληλουχίες) ως παραδείγματα, ώστε να βελτιστοποιήσει την ειδικότητα και 
ευαισθησία του. Ειναι σαφώς πιο ακριβές απο το ProMiR και το BayesMiRNAfind 
(Gkirtzou et al. 2010).  
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Αρκετά εργαλεία έχουν αναπτυχθεί ώστε να προβλέψουν miRNAs από 
δεδομένα νέας γενιάς αλληλούχισης. Τα πιο συνηθισμένα έιναι το 
miRDeep/miRDeep2 (Friedlander et al. 2008, Friedlander et al. 2012) και το 
miRanalyzer (Hackenberg et al. 2009), Hackenberg et al. 2011), ο συνδυασμός των 
οποίων επιτρέπει την ανεύρεση γνωστών και νέων miRNAs.  Ένα άλλο εργαλείο είναι 
και το miReader (Jha et al. 2013), το οποίο αναγνωρίζει ώριμα miRNAs απευθείας απο 
ανάγνωση δεδομένων NGS, χωρίς να χρειάζεται γενωμική αλληλούχιση ή ομόλογες 
αλληλουχίες. Πειραματικές τεχνικές όπως η μοριακή κλωνοποίηση, η αλληλούχιση ή 
η υβριδοποίηση είναι τυπικές για την επιβεβαίωση των ευρημάτων (Huang et al. 2011).  
Η εξακρίβωση των βιολογικών λειτουργιών των νέων miRNAs που 
ανακαλύπτονται με αυτά τα εργαλεία απαιτούν επιπλέον βιοπληροφορική ανάλυση. Τα 
εργαλεία αυτά όπως TargetScanv5.2 (Lewis et al. 2005), MiRDB (Wong et al. 2014), 
DIANA-microT (Maragkakis et al. 2009), RNAhybrid (Kruger et al 2006), Miranda 
(Pfeffer et al. 2004), εμπεριέχουν λειτουργίες ώστε να προβλέπουν τα πιθανά miRNAs 
ή στόχους αυτών.  
 
2.5 Εργαλεία για την πρόβλεψη γονιδίων-στόχων των miRNAs 
              Ένα μόριο miRNA μπορεί να στοχεύει στη λειτουργία πολλών γονιδίων, όπως 
επίσης αρκετά miRNA μπορούν να δρουν σε ένα και μόνο γονίδιο (Thomson et al. 
2011). Σε αντίθεση με τα miRNAs των φυτών όπου έχουμε συνήθως πλήρη 
συμπληρωματικότητα  με τους στόχους τους (Zhang et al. 2005), στα ζωικά miRNAs 
έχουμε μειωμένη ευαισθησία ως προς την αλληλουχία, το οποίο και δυσκολεύει το 
προσδιορισμό των στόχων των miRNAs με υψηλή ακρίβεια (Ambros et al. 2004). Τα 
2-7 νουκλεοτίδια στην 5' περιοχή των miRNAs αποτελούν κρίσιμη περιοχή για τη 
δράση των miRNAs. Οι περισσότεροι διαθέσιμοι αλγόριθμοι χρησιμοποιούν 
συμπληρωματικότητα κατά Watson-Crick με τα μόρια των στόχων (Bartel et al. 2009), 
ενώ αλγόριθμοι που εξαρτώνται σε απλή συμπληρωματικότητα ανά βάση, σχετίζονται 
με υψηλά ποσοστά ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων (Bartel et al. 2009). Η συνεχής 
μελέτη σχετικά με τη δράση και λειτουργία των miRNAs συμβάλει στην ανάπτυξη 
νέων αλγορίθμων για τη μελέτη των microRNas αλλά και την εξέλιξη των υπάρχοντων, 
καθώς βελτιώνει σημαντικά την αποτελεσματικότητά τους. Δεδομένου ότι η 
επιβεβαίωση πιθανών στόχων των miRNAs στο εργαστήριο είναι δαπανηρή και 
χρονοβόρα καθώς ένα miRNA ρυθμίζει την έκφραση πολλών γονιδίων-στόχων, η 
υπολογιστική προσέγγιση βοηθάει ώστε να μειωθεί σημαντικά η ανάγκη για 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 16:57:14 EEST - 137.108.70.13
 25 
πειραματική επιβεβαιώση των γονιδίων-στόχων και κατ΄επέκταση του κόστους και του 
χρόνου για την παραπάνω διαδικασία.  
 Μέχρι σήμερα, έχει αναπτυχθεί σημαντικός αριθμός διαδικτυακών 
υπολογιστικών εργαλείων για τη πρόβλεψη των πιθανών mRNA-στόχων των 
microRNAs (Bartel et al. 2009, Rajewsky et al. 2006, Maziere et al. 2007). 
             Το TargetScan (Friedman et al. 2009, Lewis et al. 2005, Agarwl et al. 2015) 
είναι ένα διαδικτυακό εργαλείο το οποίο προβλέπει στόχους των miRNA αναζητώντας 
για συντηρημένες και μη-συντηρημένες περιοχές. Αυτό εντοπίζει στόχους στην 3΄UTR 
περιοχή των mRNA μέσω της συμπληρωματικότητας των βάσεων, όπως και τη 
δευτεροταγή δομή για να υπολογίσει την ελεύθερη ενέργεια των προβλεπόμενων 
διμερών. To PicTar (Lall et al. 2006) αναγνωρίζει περιοχές αλληλεπίδρασης για ένα 
miRNA και πολλαπλές θέσεις ελεγχόμενες απο διαφορετικά miRNAs τα οποία δρουν 
συνεργατικά. Συγκεκριμένα χρησιμοποιεί έναν αλγόριθμο στοίχισης προκειμένου να 
εντοπίσει συντηρημένες περιοχές μεταξύ των διαφόρων ειδών. Επίσης για να βελτιώσει 
την πρόβλεψη λαμβάνει υπόψιν ομάδες miRNAs τα οποία μπορεί να εκφράζονται στον 
ίδιο ιστό και να έχουν κοινά γονίδια-στόχους. Το RNAhybrid (Kruger et al. 2006, 
Rehmsmeier et al. 2004) προβλέπει πολλές δυνητικές θέσεις των miRNAs και λαμβάνει 
υπόψιν την ελεύθερη ενέργεια του διμερούς miRNA:mRNA. Αντίθετα, το rna22 
(Miranda et al. 2006, Loher et al. 2012) βασίζεται στην αναγνώριση προτύπων, ώστε 
να βρει τις θέσεις πρόσδεσης των miRNAs χωρίς να λαμβάνει υπόψιν το φιλτράρισμα 
των συντηρημένων αλληλουχιών ανάμεσα στα είδη. 
            Όσο αφορά το εργαλείο PITA (Kertesz et al. 2007), ο κύριος τρόπος για τη 
πρόβλεψη των mRNA-στόχων είναι η πρόσβασιμότητα των θέσεων στόχων. Αυτή 
είναι μία παράμετρος για την αλληλεπίδραση του miRNA-στόχου η οποία υπολογίζει 
τη διαφορά ανάμεσα στην ελεύθερη ενέργεια που αποκτάται απο το σύμπλοκο 
miRNA-στόχο και του κόστος ενέργειας από το μη ζευγάρωμα του στόχου, το οποίο 
θα το κάνει προσβάσιμο στο miRNA. Μία επιπλέον βάση δεδομένων για την πρόβλεψη 
των γονιδίων-στόχων των microRNAs είναι η MiRDB (Wang et al. 2008, Wong et al. 
2014). Πρόκειται για ένα SVM εργαλείο μηχανικής μάθησης το οποίο παρέχει επίσης 
πληροφορίες για τη λειτουργία κυρίως των ώριμων miRNA. Το microRNA.org 
προβλέπει πιθανούς στόχους χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο miRanda και 
βαθμολογώντας τα miRNAs, μέσω της mirSVR μηχανικής μεθόδου μάθησης, για τη 
δραστικότητά τους να καταστέλλουν γονίδια-στόχους (Betel et al. 2010). Το MiRanda 
αναγνωρίζει θέσεις στόχους χρησιμοποιώντας την συμπληρωματικότητα της 
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αλληλουχίας ανάμεσα στα ώριμα miRNAs και την ελεύθερη ενέργεια του διμερούς 
(Pfeffer et al. 2004). 
            Το DIANA-microT-CDS (Maragkakis et al. 2009, Maragkakis et al. 2011, 
Paraskevopoulos et al. 2013) είναι η νεότερη έκδοση του DIANA-microT, ενός 
αλγορίθμου ο οποίος συνδυάζει προσέγγιση μηχανικής μάθησης για να ταυτοποιήσει 
τα περισσότερο σχετικά χαρακτηριστικά που εξάγονται από PAR-CLIP δεδομένων 
(photoactivatable-ribonucleoside-enhanced cross-linking immunoprecipitation) 
(Hafner et al. 2010). Αυτό επιτρέπει στον αλγόριθμο να αναδείξει τα χαρακτηριστικά 
τα οποία σχετίζονται με τα miRNAs, τα οποία συνδέονται σε θέσεις γνωστές ως  
CDs και 3΄UTR.  Για την πρόβλεψη του στόχου χρησιμοποιούνται κριτήρια όπως ο 
βαθμός της κατηγορίας του συμπλόκου, η απόσταση από το κοντινότερο άκρο της 
περιοχής CDS ή 3΄UTR ή διπλανή περιοχή σύνδεσης, η ελεύθερη ενέργεια του 
συμπλόκου, η συντήρηση και παρουσία AU. Παρόλο που το DIANA-microT είναι ένα 
διαδικτυακό εργαλείο, οι περισσότεροι χρήστες χρησιμοποιούν το Taverna,  το οποίο 
παρέχει επιπλέον επιλογές και μη-διαδικτυακό περιβάλλον. Το STarMir (Rennieetal 
2014) εφαρμόζει υπολογιστικά μοντέλα πρόβλεψης βελτιωμένα με δεδομένα  σχετικά 
με miRNA:mRNA σύμπλοκα, προερχόμενα απο CLIP (Liu et al. 2013) έρευνες. 
Προκειμένου να επιτευχθεί η πρόβλεψη μέσω του STarMir, ο αλγόριθμος που 
εφαρμόζεται συνδυάζει την αλληλουχία, τη θερμοδυναμική, τη δομή του στόχου και 
την πιθανότητα σύνδεσης για κάθε μία 3΄UTR, CDS και 5΄UTR περιοχή.  
             Παρόλη την ανάπτυξη πληθώρας αλγορίθμων, οι ερευνητές συναντούν 
δυσκολίες στην επιλογή του κατάλληλου αλγορίθμου δεδομένου ότι κάθε πλατφόρμα 
έχει διαφορετικό μοντέλο και λογική πρόβλεψης. Επομένως, είναι απαραίτητο να 
λαμβάνονται υπόψιν η λογική της μεθόδου που ακολουθεί κάθε πλατφόρμα, καθώς και 
οι περιορισμοί του κάθε εργαλείου, ώστε να μην υπάρχουν ψευδώς θετικά ή αρνητικά 
δεδομένα. Για παράδειγμα, στην περίπτωση που ένα εργαλείο βασίζεται στη στοίχιση 
για την επιλογή του στόχου του miRNA, είναι απίθανο να δείξει αν η ακολουθία 
εμφανίζει εξελικτική συντήρηση ή όχι.  Ως εκ τούτου, η πρόβλεψη του γονιδίου-στόχου 
είναι βασισμένη στην εξέλιξη χωρίς να ληφθούν υπόψιν οι αλληλεπιδράσεις 
miRNA:mRNA.  
 Επίσης σημαντική παράμετρος των διαφόρων εργαλείων που χρησιμοποιούνται 
στη βιοπληροφορική ανάλυση των microRNAs είναι η συνέχης τους ενημέρωση καθώς 
η ονοματολογία αλλάζει συνεχώς και νέα miRNA προστίθενται στη miRBase κάθε 
χρόνο. Στην παρούσα miRBaseέκδοση ν21, 278 ανθρώπινα miRNAs ταυτοποιήθηκαν 
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με δομική ανάλυση των πρόδρομων miRNAs σε συνδυασμό με ποσοτικοποίηση της 
έκφρασης τους. Χαρακτηριστικά, το RNAhybrid χρησιμοποιεί μια παλαιά φόρμα και 
δεν μπορεί να υποστηρίξει σύνθετες παραμέτρους, ενώ το PITA έχει να αναβαθμιστεί 
εδώ και 5 έτη. Άλλα εργαλεία όπως το DIANA-microT-CDS, το miRDB, το 
TargetScan, rna22, STarMir είναι αναβαθμισμένα (Akhtar et al. 2015).  
              Υπάρχουν δεδομένα που υποδεικνύουν ότι miRNA είναι δυνατόν να 
ρυθμίζουν την έκφραση ενός γονιδίου με την πρόσδεσή τους σε περιοχές που 
εντοπίζονται μέσα σε κωδικές αλληλουχίες (Reczko et al. 2012). Ως εκ τούτου γίνεται 
αντιληπτό ότι εργαλεία τα οποία προβλέπουν τους στόχους μόνο σε συντηρημένες 
3΄UTR περιοχές, θεωρούνται ακατάλληλα να προβλέψουν την miRNA:mRNA 
αλληλεπίδραση σε άλλη περιοχή. Αντίθετα στο DIANA-microT-CDS μπορούν να 
ταυτοποιηθούν miRNA στόχοι σε CDSs όπως επίσης και σε 3΄UTR, και τα rna22, 
miRDB και STarMir μπορούν να το κάνουν και σε CDSs, 5΄UTRs, 3΄UTRs.  
 
2.6 Εύρεση των γονιδίων στόχων των miRNA που έχουν επαληθευτεί  
πειραματικά 
 Σημαντικό βήμα στην βιοπληροφορική ανάλυση των miRNAs αποτελεί το 
γεγονός ότι παρόλη την αποτελεσματικότητα και αξιοπιστία των διαφόρων 
υπολογιστικών εργαλείων, τα αποτελέσματά τους θα πρέπει να επιβεβαιωθούν και 
πειραματικά. Η πειραματική επιβεβαιώση των ευρημάτων της βιοπληροφοικής 
ανάλυσης μπορεί να επιτευχθεί με την εφαρμογή διαφόρων τεχνικών μοριακής 
βιολογίας.  Οι πιο εδραιωμένες τεχνικές για πειραματική επαλήθευση είναι η ποσοτική 
αντίδραση πολυμεράσης (PCR) πραγματικού χρόνου (quantitative Real-time PCR, 
qRT-PCR), η μέτρηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης και η ανοσοαποτύπωση 
western blotting. Επιπλέον, είναι σήμερα διαθέσιμες τεχνικές υψηλής απόδοσης 
αλληλούχισης (HITS) όπως η πρωτεομική (proteomics) και η τεχνολογία των 
microarrays, ενώ μεθοδολογίες με βάση την αλληλούχιση είναι, η RNA-Seq, HITS-
CLIP, PAR-CLIP και Degradome-Seq (Thomson et al. 2011).  
 Το DIANA-TarBase (Vergoulis et al. 2012, Vlachos et al. 2015) είναι μία μη 
αυτοματοποιημένη βάση δεδομένων για στόχους που έχουν επαληθευτεί πειραματικά. 
Στη τελευταία της ενημέρωση (ν7.0) εμπεριέχει περισσότερο από μισό εκατομμύριο 
αλληλεπιδράσεις miRNA-στόχων (MTIs), προερχόμενα από δημοσιευμένες έρευνες 
που περιλαμβάνουν 356 διαφορετικούς τύπους κυττάρων και 24 είδη.  Η συγκεκριμένη 
βάση δεδομένων περιέχει 9 με 250 φορές περισσότερες εγγραφές από κάθε άλλη 
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σχετική βάση, καθώς επίσης περιλαμβάνει δεδομένα από 154 CLIP-Seq/CLASH 
δεδομένα, όπως επίσης και πάνω από 100 άλλα σύνολα δεδομένων υψηλής απόδοσης. 
Η βάση επιτρέπει την ανάκτηση των θετικών και των αρνητικών πειραματικών 
αποτελεσμάτων, την πειραματική μέθοδο, τις συνθήκες και τον τύπο του 
ιστού/κυττάρων και τη θεραπεία. Σημαντικό πλεονέκτημα της DIANA-TarBase 
αποτελεί το γεγονός ότι οι ομάδες δεδομένων έχουν ελεύθερη πρόσβαση.  
            Το miRTarBase (Hsu et al. 2010, Hsu et al. 2014) εμπεριέχει περισσότερα από 
50000 MTI από 18 είδη, τα οποία επιλέγονται με μη αυτόματο τρόπο από τη σχετική 
βιβλιογραφία ύστερα από ανάλυση των άρθρων και την επιλογή ερευνών σχετικών με 
miRNAs. Τα MTIs επιβεβαιώνονται μέσα από πειράματα με τη χρήση microarrayσ, 
western blotting και μέτρηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης. Η miRTarBase 
παρέχει μία ενημερωμένη συλλογή μέσα από σύγκριση με παρόμοιες, παλαιότερες 
βάσεις. Η MiRecords (Xiao et al. 2009) είναι επίσης μια μη αυτόματη βάση που 
συμπεριλαμβάνει 2705 καταγραφές των αλληλεπιδράσεων μεταξύ 644 miRNA και 
1901 στόχων γονιδίων σε 9 ζωικά είδη. Επίσης περιλαμβάνει πρόβλεψη στόχων 
χρησιμοποιώντας 11 διαφορετικούς αλγορίθμους. Ένα άλλο εργαλείο, το StarBase 
(Yang et al. 2011, Li et al. 2014), είναι σχεδιασμένο για πολλαπλές εργασίες και 
εμπεριέχει αλληλεπιδράσεις miRNA:mRNA βασισμένα σε CLIP-Seq δεδομένα. 
Ανάμεσα στις βάσεις δεδομένων που περιέχουν επιβεβαιωμένα miRNA είναι η 
DIANA-TarBase, η οποία έχει τη μεγαλύτερη συχνότητα ενημέρωσης και συνδέεται 
με τη προηγούμενη έκδοση της miRBasev21, η οποία προσφέρει High-Confidence 
miRNA ομάδες. Επίσης υποστηρίζει το μεγαλύτερο αριθμό ειδών και καταγραφών. 
 
2.7 Συσχέτιση των miRNAs και της έκφρασης των mRNAs. 
 Παρά το γεγονός ότι σημαντικός αριθμός microRNAs έχει συσχετιστεί με 
παθήσεις, ο μοριακός μηχανισμός και οι διεργασίες οι οποίες ρυθμίζονται από τα 
miRNAs δεν έχουν αποσαφηνιστεί μέχρι σήμερα (Akhtar et al. 2015). Περαιτέρω 
αναλύσεις οι οποίες θα παρήχαν πληροφορίες σχετικά με τη λειτουργία των miRNAs 
και τα σηματοδοτικά μονοπάτια τα οποία ρυθμίζουν, καθώς και δεδομένα για την 
έκφρασή τους, θα βελτίωνε σημαντικά την ανάδειξη των γονιδίων-στόχων τους και 
κατ΄επέκταση την εμπλοκή τους στην παθοφυσιολογία αρκετών ασθενειών. 
Λαμβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω, σήμερα είναι διαθέσιμες αρκετές διαδικτυακές 
εφαρμογές βιοπληροφορικής οι οποίες δίνουν τη δυνατότητα να αναδειχθούν οι 
βιολογικές διεργασίες στις οποίες ενέχονται τα υπό μελέτη microRNAs.  
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            Το MiRonTop (LeBrigand et al. 2010) είναι μία διαδικτυακή εφαρμογή σε 
γλώσσα Java, η οποία βασιζόμενη σε DNA microarrays ή HITS δεδομένα, αναγνωρίζει 
τα πιθανά miRNAs που σχετίζονται με ένα βιολογικό σύστημα. Η εφαρμογή παρέχει 
γρήγορο χαρακτηρισμό των πιο σημαντικών mRNA-στόχων, σε συμφωνία με αρκετές 
προσεγγίσεις πρόβλεψης. Επίσης παρέχει την επιλογή για εκτίμηση ενισχυμένης 
βαθμολογίας σύμφωνα με τη χωρική κατανομή των προβλεπόμενων θέσεων κατά 
μήκος μετάφρασης, όπως η ακριβής θέση που μπορεί να προτιμάται γύρω από τη 
περιοχή των κωδικωνίων λήξης και της ουράς polyA. Επιπλέον παρέχει γραφήματα 
των miRNAs ενισχυμένης σύνδεσης με ενίσχυση/ καταστολή του ελέγχου των 
μεταγράφων, πίνακες των επιλεγμένων mRNA στόχων και της λειτουργία τους 
σύμφωνα με την Gene Ontology. 
            Το DIANA-mirExTra (Alexiou et al. 2010) είναι μια διαδικτυακή παροχή η 
οποία αναγνωρίζει κυρίως τα miRNAs τα οποία προκαλούν γονιδιακή απορρύθμιση 
μέσω στόχευσης ενός εξαμερούς τα οποία υπερ-παρουσιάζονται στην 3΄UTR 
αλληλουχία των απορρυθμισμένων γονιδίων. Όταν τα επιθυμητά miRNAs 
εντοπίζονται, οι χρήστες μπορούν με ακρίβεια να λάβουν τους προβλεπόμενους 
στόχους ως παράγωγα από το DIANA-microT 3.0 (Maragkakis et al. 2009). 
Προκειμένου να ελεγχθεί πώς ένα απορρυθμισμένο γονίδιο συμβάλλει στην εξέλιξη 
μια ασθένειας, υπάρχει το εργαλείο DIANA-mirPath (Vlachos et al. 2012), το οποίο 
προβλέπει βιολογικά μονοπάτια στα οποία τα miRNA και τα γονίδια-στόχοι τους είναι 
περισσότερο πιθανό να μετέχουν.  
 To mESAdb (Kaya et al. 2011) είναι ένα διαδραστικό και δυναμικό αναλυτικό 
εργαλείο, το οποίο χρησιμοποιεί την αλληλουχία του miRNA και δεδομένα έκφρασης 
από πολλαπλές πηγές. Το MESAdb επιτρέπει α) την επεξεργασία δεδομένων έκφρασης 
επιλεγμένων ομάδων miRNA, β) την ανάλυση στοίχισης πολλαπλών μεταβλητών 
ανάμεσα και μέσα στις λίστες των miRNA και γ) τη σύνδεση των miRNA-λιστών ή 
των miRNAs με μοτίβα και βάσεις όπως HUGENavigator (Khoury et al. 1998), KEGG 
(Kanehisa et al. 2000) και GO (Ashburner et al. 2000). Η ικανότητα αποθήκευσης 
δεδομένων και ανάλυσης κατά την επιθυμεία του χρήστη καθιστά το mESAdb ένα 
σημαντικό εργαλείο. Τέλος το miRGatorv3.0 (Cho et al. 2013) είναι εργαλείο το οποίο 
συλλέγει δεδομένα βαθιάς αλληλούχισης, περιλαμβάνοντας πληροφορίες για την 
ποικιλομορφία των miRNAs, το προφίλ έκφρασης, τη σύνδεση με τους στόχους και 
ποικίλα υποστηρικτικά εργαλεία. Επίσης συνδέεται με την miRBasev18. 
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2.8 Ανάλυση των σηματοδοτικών και μεταβολικών μονοπατιών των miRNAs 
         Είναι γνωστό ότι τα microRNAs μπορεί να ρυθμίζουν αρκετά σηματοδοτικά 
μονοπάτια που αφορούν σε κυτταρικές λειτουργίες όπως η οργάνωση του 
κυτταροσκελετού και ο μεταβολισμός (Cui et al. 2006) (Tibiche et al. 2008), ενώ επίσης 
αλληλεπιδρούν με ένα πλήθος παραγόντων (Yu et al. 2008) μέσω των οποίων δρούν 
επηρεάζουν σημαντικές λειτουργίες του κυττάρου. Επιπλεόν το γεγονός ότι τα 
miRNAs ρυθμίζουν πολλά γονίδια γεγονός που υποδηλώνει και την ταυτόχρονη 
εμπλοκή τους σε παράλληλα βιολογικά μονοπάτια ενισχύει τη σημασία τους για την 
εμφάνιση και εξέλιξη παθήσεων. Παρόλο που υπάρχουν ολοένα και αυξανόμενα 
δεδομένα για τη συμμετοχή των miRNAs σε βασικές βιολογικές διεργασίες,  η 
αλληλεπίδραση στα βιολογικά μονοπάτια είναι υπό μελέτη. Για το σκοπό αυτό έχουν 
αναπτυχθεί διάφορα εργαλεία βιοπληροφορικής που επιτρέπουν τη διερεύνηση των 
αλληλεπιδράσεων των miRNAs με διάφορα μονοπάτια.  
            Το EIMMo (Gaidatzis et al. 2007) είναι ένας Bayesian-αλγόριθμος οποίος 
προβλέπει στόχους χρησιμοποιώντας εξελικτική συσχέτιση, ανάλυση μονοπατιών και 
αλληλουχία από όλους τους εξελικτικούς κλάδους των ειδών. Ο αλγόριθμος αυτόματα 
συμπεραίνει τη φυλογενετική κατανομή των λειτουργικών θέσεων κάθε miRNA. 
Συνδυάζοντας τη πρόβλεψη με ανάλυση μονοπατιών, προτείνει λειτουργίες για 
συγκεκριμένα miRNAs στην εξέλιξη του νευρικού συστήματος, στην ενδοκυτταρική 
επικοινωνία και την κυτταρική ανάπτυξη.  
               Το MiRNApath (Chiromatzo et al. 2007) είναι μία διαδικτυακή βάση 
δεδομένων η οποία χρησιμοποιεί γονίδια-στόχους των miRNAs για να συνδέσει τα 
miRNAs με μεταβολικά μονοπάτια. Επιπρόσθετα, παρέχει 5 υπηρεσίες αναζήτησης και 
download. Υπάρχει ξεχωριστή εισαγωγή για κάθε αναζήτηση, η οποία μπορεί να είναι 
λίστα από γονίδια-στόχοι, miRNAs ή μεταβολικά μονοπάτια. Επιπλεόν σύνδεσμοι 
παρέχουν βαθύτερου επιπέδου ανάλυσεις και σύνδεση με άλλες βάσεις με 
περισσότερες λεπτομέρειες.  
            Το miTALOS (Kowarsch et al. 2011)  είναι ένα διαδικτυακό εργαλείο το οποίο 
ειδικεύεται στα miRNAs που μετέχουν σε σηματοδοτικά μονοπάτια. Συγκεκριμένα, 
χρησιμοποιεί ιστοειδικά δεδομένα έκφρασης των miRNAs και των γονιδίων-στόχων 
για να βελτιώσει την ανάλυση. Το miTALOS αναγνωρίζει πιθανά μονοπάτια ρύθμισης 
με βάση α) μία ενισχυμένη ανάλυση των γονιδίων-στόχων των miRNA και β) χρήση 
προσεγγιστικής βαθμολογίας για να υπολογίσει το λειτουργικό ρόλο των miRNAs στα 
βιολογικά μονοπάτια μέσω των γειτονικών δικτύων που μετέχουν.  
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            Το MiRSystem (Lu et al. 2012) επιτρέπει την ανεύρεση των γονιδίων-στόχων 
των miRNA, την πρόβλεψη τη βιολογικής λειτουργίας τους και κανονικοποίηση των 
μονοπατιών των miRNAs και των γονιδίων-στόχων. Τέλος υπάρχει το εργαλείο 
DIANA-miRPath (Papadopoulos et al. 2009,Vlachos et al. 2012, Vlachos et al. 2015), 
μια αξιόπιστη διαδικτυακή εφαρμογή, όπου μέσω της πλατφόρμας της μπορείς να 
ενισχύσεις την ανάλυση των πιθανών γονιδίων-στόχων για ένα ή περισσότερα miRNAs 
στα βιολογικά μονοπάτια. Επιπλέον μπορεί να παρέχει την συνδυαστική επίδραση της 
συνέκφρασης miRNAs. Η νέα μορφή χρησιμοποιεί ιεραρχική κατανομή των miRNAs 
και των σηματοδοτικών μονοπατιών βασισμένα στα βαθμό της αλληλεπίδρασής τους. 
Οι χρήστες μπορούν να δημιουργήσουν έναν χάρτη με τις αλληλεπιδράσεις στα 
μονοπάτια των miRNAs. Επίσης παρέχει αναγνώριση παθολογικών 
μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) στις 
θέσεις πρόσδεσης των miRNAs, όπως και ότι ο χρήστης μπορεί να αναγνωρίσει όλα 
τα προβλεπόμενα ή πειραματικώς επιβεβαιωμένα miRNAs, τα οποία στοχεύουν σε 
συγκεκριμένα μονοπάτια. Το MiRSystem και το DIANA-miRPath χρησιμοποιούν την 
miR-Basev20 και v21 αντιστοίχως, και το DIANA-miRPath συμπεριλαμβάνει High 
Confidence miRNA ομάδες.  
 
2.9 Αλληλεπίδραση miRNA και μεταγραφικών παραγόντων 
            Τα miRNAs και οι μεταγραφικοί παράγοντες (transcriptions fractors, TF) είναι 
ζωτικής σημασίας στη ρύθμιση των γονιδίων. Πληθώρα ερευνών έχει δείξει ότι τα 
miRNAs μπορούν να συνεργάζονται με μεταγραφικούς παράγοντες για να ρυθμίσουν 
τα γονίδια-στόχους ή να εκτελέσουν στοχευμένες λειτουργίες έμμεσα (Martinez et al. 
2009). Οι μεταφραφικοί παράγοντες μετέχουν στη γονιδιακή ρύθμιση δρώντας στο 
επίπεδο της μεταγραφής. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η έκφραση των miRNAs μπορεί 
να ενεργοποιηθεί ή να κατασταλεί από μεταγραφικούς παράγοντες, ωστόσο οι μελέτες 
της TF-miRNA ρύθμισης είναι σχετικά περιορισμένες. Πρόσφατα, μερικές βάσεις 
δεδομένων και βιοπληροφορικά εργαλεία έχουν αναπτυχθεί ώστε να γίνει κατανοητή 
αυτή η αλληλεπίδραση.  
            Η TransmiR είναι μία μη αυτόματη βάση δεδομένων που βασίζεται στις 
αλληλεπιδράσεις των μεταγραφικών παραγόντων με τα microRNAs σύμφωνα με τη 
βιβλιογραφία (Wang et al. 2010). Παρέχει περιορισμένο αριθμό πειραματικώς 
επιβεβαιωμένων TF-miRNA αλληλεπιδράσεων σε διάφορα είδη, όπως και 
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πληροφορίες για τη συμμετοχή αυτών σε διάφορες μορφές καρκίνου  και miRNA-
σχετιζόμενες ασθένειες. 
           Η PuTmiR βάση δεδομένων εστιάζει στους μεταγραφικούς παράγοντες που 
μπορούν να ρυθμίσουν miRNAs (Bandyopadhyay et al. 2010). Παρέχει συλλογή 
πιθανών μεταγραφικών παραγόντων για κάθε πιθανό miRNA, 10 kb ανοδικά και 
καθοδικά της περιοχής πρόσδεση (binding). Επίσης προσφέρει πλατφόρμα όπου 
επιτρέπει την αναζήτηση με βάσει συγκεκριμένη περιοχή για κάθε miRNA, ώστε ώστε 
να εξάγεται στο τέλος μια λίστα με πιθανούς μεταγραφικούς παράγοντες οι οποίοι 
πιθανόν ρυθμίζουν αυτά τα miRNAs. 
             Η CircuitsDB είναι μια βάση δεδομένων ειδική να αναγνωρίζει και αναλύει 
μεικτά κυκλώματα ρύθμισης μεταγραφικών παραγόντων και miRNAs στο γονιδίωμα 
των ανθρώπων και ποντικών βασιμένη σε βιοπληροφορική ανάλυση της αλληλουχίας 
(Friard et al. 2010). Ειδικότερα, η ιστοσελίδα εστιάζει στη μελέτη ενός συγκεκριμένου 
τύπου αλληλεπίδρασης ανάμεσα σε μεταγραφικές και μετα-μεταγραφικές 
αλληλεπιδράσεις: το miRNA-TFFFL (feed forward regulatory Loop), δηλαδή 
κυκλώματα στα οποία ο μεταγραφικός παράγοντας ρυθμίζει το miRNA και μαζί 
συνεργούν σε ένα γονίδιο που κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη. Επιπλεόν, αυτό το εργαλείο 
εξετάζει τις λειτουργικές ιδιότητες και σχετικές διαταραχές στις προτεινόμενες 
αλληλεπιδράσεις με χρήση εξωτερικών πηγών. 
              Το MIR@NT@N είναι διαδικτυακή εφαρμογή βασισμένη σε μοντέλα μετα-
ρυθμιστικών δικτύων που απεικονίζουν αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στους 
μεταγραφικούς παράγοντες, τα miRNAs και τα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 
(LeBechec et al. 2011). Προβλέπει ρυθμιστικά δίκτυα και υπο-δίκτυα 
συμπεριλαμβάνοντας συντηρημένα μοτίβα,  FBLs (feed-backloops) και FFLs. Το 
κύριο χαρακτηριστικό αυτού του εργαλείου είναι η δυνατότητα πρόβλεψης έμμεσων 
μεταγραφικών παραγόντων και έμμεσων miRNA ρυθμίσεων πάνω στο γονιδίωμα. Το 
MIR@NT@N διευκολύνει την ανάλυση των γενωμικών δεδομένων και επιτρέπει τον 
εντοπισμό των σχετικών μοριακών αλληλεπιδράσεων και συνδυασμένων ρυθμιστικών 
μοτίβων (πχ FFLs). 
                Τέλος η ChiPBase (Yang et al. 2013) είναι η πλέον ενημερωμένη βάση 
δεδομένων η οποία εμπεριέχει δεδομένα από ChIP-Seq (chromatin 
immunoprecipitation with next generation DNAsequencing), προκειμένου να 
διευκολύνει τη συνολική παρατήρηση και ανακάλυψη των χαρτών αλληλεπίδρασης 
των μεταγραφικών παραγόντων και ρυθμιστικών αλληλεπιδράσεων των miRNAs. 
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Αναλύοντας εκατομμύρια θέσεις σύνδεσης μεταγραφικών παραγόντων έχει εντοπίσει 
δεκάδες χιλιάδες από αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους. Το ChIPBase παρέχει συνολικές 
ρυθμιστικές αλληλεπιδράσεις των μεταγραφικών παραγόντων με τα miRNAs 
εντοπισμένες μέσα απο υψηλή ανάλυσης ChIP-Seq δεδομένα.  
 
 
3. Σύνδεση miRNAs και ασθενειών.  
 
3.1 Η απορρύθμιση του miRNA στις ανθρώπινες ασθένειες  
 Η συμμετοχή του microRNAs σε διάφορες παθήσεις ενισχύεται και από 
δεδομένα που υποστηρίζουν ότι απορρύθμιση αυτών ενέχεται στην ανάπτυξη και 
εξέλιξη διαφόρων ασθενειών (Thum et al. 2008, Lorenzen et al. 2011, Rebane et al. 
2014), συμπεριλαμβανομένων αρκετών τύπων καρκίνου (Calin et al. 2006). Ένας 
τρόπος  για την μελέτη των ασθενειών  στις οποίες ενέχεται η απορρύθμιση των 
miRNAs είναι ο συνδυασμός δεδομένων από ανεξάρτητες πηγές. Σε αυτό, μεγάλη 
βοήθεια παρέχουν οι βάσεις δεδομένων, οι οποίες περιέχουν ενημερωμένες 
πληροφορίες.  
             Η miR2Disease (Jiang et al. 2009) είναι μία μη αυτόματη βάση δεδομένων, η 
οποία προσφέρει συγκεντρωτική πληροφορία για την απορρύθμιση των miRNAs σε 
αρκετές ασθένειες στον άνθρωπο. Κάθε εγγραφή διαθέτει λεπτομέρειες του εκάστοτε  
miRNA με την σχετιζόμενη ασθένεια, συμπεριλαμβανομένου του του αριθμού 
αναγνώρισης (ID) του κάθε miRNA, το όνομα της ασθένειας, μία περιληπτική 
περιγραφή της σύνδεσης miRNA-ασθένειας, το μοντέλο της έκφρασης του miRNA στο 
στάδιο της ασθένειας, τη μέθοδο εντοπισμού της έκφρασης του miRNA, τα 
πειραματικά επιβεβαιωμένα γονίδια στόχοι των miRNAs και βιβλιογραφικές 
αναφορές. Η miR2Disease περιέχει επίσης μία σελίδα με προτεινόμενα για συσχέτιση  
νέων miRNAs με ασθένειες.  
 Η MiRo (Lagana et al. 2009), η οποία είναι μια διαδικτυακή βάση δεδομένων, 
παρέχει δεδομένα που υποδεικνύουν συσχέτιση των miRNAs με το φαινότυπο αρκετών 
παθήσεων στον άνθρωπο χρησιμοποιώντας δεδομένα από διάφορες διαδικτυακές 
πηγές, συμπεριλαμβανόμενου βάσεις δεδομένων σχετικά με τα miRNAς, οντολογίες, 
ασθένειες και mRNA-στόχους, σε μία ενοποιημένη εφαρμογή. Η MiRo με αυτόν τον 
τρόπο επιτρέπει τη συσχέτιση γονιδίων και ασθενειών βασισμένα στις λειτουργίες και 
μελέτες των miRNAs.  
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            Η PhenomiR (Ruepp et al. 2010) είναι μια βάση δεδομένων, η οποία παρέχει 
πληροφορίες για την παρουσία διαφορετικής ρύθμισης των miRNAs σε μια ασθένεια 
και σε διάφορες βιολογικές διεργασίες. Η OncomiRDB (Wang et al. 2014) είναι μία 
μη αυτόματη βάση δεδομένων στην οποία αναφέρονται πειραματικά επιβεβαιωμένα 
ογκογόνα και ογκοκατασταλτικά miRNAs. Περιέχει 2259 καταχωρήσεις για τη 
ρύθμιση ογκο-συσχετιζόμενων miRNAs, τα οποία προέρχονται απευθείας από 
πειραματικά ευρήματα μέσα από 9000 δημοσιεύσεις καλύπτοντας περισσότερα από 
300 miRNAs και 829 γονίδια-στόχους σε 25 διαφορετικούς καρκινικούς ιστούς. 
Παρέχει γραφικό περιβάλλον για τον χρήστη, αλλά και κειμένου, διευκολύνοντας την 
υπολογιστική ανάλυση και πειραματική μελέτη του δικτύου της ρύθμισης των miRNAs 
και της λειτουργίας τους στο καρκίνο.  
            Η miRCancer (Xie et al. 2015) είναι μια άλλη βάση δεδομένων που 
περιλαμβάνει miRNAs τα οποία έχουν συσχετιστεί με τον καρκίν και η οποία 
συγκροτείται ύστερα από μελέτη της σχετικής βιβλιογραφίας. Περιέχει 878 
συσχετίσεις ανάμεσα σε 236 miRNAs και 79 ανθρώπινων τύπων καρκίνου μέσα από 
426000 δημοσιευμένες μελέτες. Τέλος, HMDD (Human micro RNA Disease 
Database) (Li et al. 2014) περιέχει πειραματικά δεδομένα miRNAs που έχουν 
συσχετιστεί με διάφορες παθήσεις στον άνθρωπο. Τα δεδομένα στα οποία βασίζεται 
αφορούν ένα σύνολο γενετικών και επιγενετικών παραγόντων, κυκλοφορούντων 
miRNAs και αλληλεπιδράσεων miRNA και γονιδίων στόχων.  
            Από όλες αυτές τις βάσεις δεδομένων η miR2Disease και η miRo δεν έχουν 
ενημερωθεί τα τελευταία 5 χρόνια και είναι συνδεδεμένες με μία παλιά έκδοση της 
miRBase. Η PhenomiR είναι νεότερη, αλλά επίσης συνδέεται με μια παλαιότερη 
έκδοση της miRBase (v12). Η OncomiRDB, η miRCancer και η HMDD χρησιμοποιεί 
την έκδοση της miRBasev20, v18, v20 αντίστοιχα. Η OncomiRDB και η miRCancer 
παρέχουν μόνο δεδομένα για τύπους καρκίνου, η HMDD παρέχει πληροφορίες για 
πολλές ανθρώπινες ασθένειες.   
 
3.2 Εξωκυττάρια κυκλοφορούντα miRNAs 
             Τα miRNAs είναι δυνατόν να εντοπίζονται εξωκυτταρικά σε σωματικά υγρά, 
όπως ο ορός του αίματος, το σίελο, το πλάσμα και τα ούρα. Λόγω της παραπάνω 
ιδιότητάς τους, τα miRNAs μπορούν να ληφθούν ως πιθανοί βιοδείκτες, διότι είναι 
εύκολη η συλλογή τους. Επιπλέον η χρήση τους ως βιοδείκτες στηρίζεται και στο 
γεγονός ότι είναι σταθερά σε διαφορετικές αποθηκευτικές και πειραματικές συνθήκες 
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και εντοπίζονται μέσω ειδικών, ευαίσθητων και επαναλήψιμων μεθόδων (Guay et al. 
2013). Μέχρι σήμερα μελέτες έχουν αναδείξει αρκετά miRNAs στα σωματικά υγρά 
στον άνθρωπο. Μερικά miRNAs της εξωκυτταρικής κυκλοφορίας έχουν πρόσφατα 
αναφερθεί ως συσχετιζόμενα με ασθένειες συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου 
(Russo et al. 2012) και ασθένεις σχετιζόμενες με τη γήρανση (Olivieri et al. 2013, 
Olivieri et al. 2014), το οποίο ενισχύει την υπόθεση ότι κυκλοφορούντα microRNAs 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως βιοδείκτες διευκολύνοντας την πρόγνωση και 
διάγνωση των παθήσεων.  
            Μία συγκεντρωτική βάση δεδομένων είναι η MiRandola (Russo et al. 2012) η 
οποία παρέχει μη αυτόματα ταξινόμηση των εξωκυττάριων miRNAs. Είναι 
συνδεδεμένη με την ΜiRo επιτρέποντας στους χρήστες να εξάγουν την πιθανή 
βιολογική δράση των εξωκυτταριών miRNAs και τη σύνδεσή τους με τους 
φαινοτύπους.  
 
3.3 MiRNAs, περιβαλλοντικοί παράγοντες και φαινότυπος 
            Τα miRNAs ενέχονται σε ένα αριθμό βιολογικών διαδικασιών και ανθρώπινων 
ασθενειών. Πληθώρα μελετών αναφέρουν τη σύνδεση ανάμεσα στους 
περιβαλλοντικούς παράγοντες και στις ανθρώπινες ασθένειες (Mills et al. 2008, Soto 
et al. 2010) . Σύμφωνα με νεότερες αναφορές, τα miRNAs αλληλεπιδρούν με 
διάφορους περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως  η διατροφή, το άγχος, το κάπνισμα, η 
μόλυνση του αέρα, το αλκοόλ, τα φάρμακα, οι ιοί, η ακτινοβολία επηρεάζοντας με 
αυτόν τον τρόπο τη λειτουργία και δράση των microRNAs (Chen et al. 2012). 
Βασισμένη στα παραπάνω ευρήματα, έχει διατυπωθεί η άποψη ότι τα miRNAs και οι 
περιβαλλοντικοί παράγοντες συμβάλλουν από κοινού στην εξέλιξη των διάφορων 
ασθενειών και επηρεάζουν τον φαινότυπο αυτών (Izzotti et al. 2014). Η υπολογιστική 
ανάλυση και τα μοντέλα της αλληλεπίδρασης των miRNAs με τους περιβαλλοντικούς 
παράγοντες παρέχουν σημαντικά στοιχεία για τη δράση του μηχανισμού επίδρασης των 
περιβαλλοντικών παραγόντων στα microRNAs, βοηθώντας την καλύτερη κατανόηση 
του ρόλου τους και την αλληλεπίδρασή τους στις ανθρώπινες ασθένειες. Τέτοιες 
έρευνες είναι ακόμα σε περιορισμένο επίπεδο.  
            Η miREnviroment είναι η βάση δεδομένων που παρέχει μια ευρεία συλλογή 
από πειραματικά δεδομένα, τα οποία ενισχύουν τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ miRNAs, 
περιβαλλοντικών παραγόντων και φαινοτύπου (Yang et al. 2011). Περιλαμβάνει 
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περισσότερες από 3857 καταχωρήσεις, 1242 miRNAs, 394 περιβαλλοντικούς 
παράγοντες, 305 φαινοτύπους και 24 είδη από 557 δημοσιεύσεις. 
 
 
3.4 Οι πολυμορφισμοί των miRNA στόχων  που συσχετίζονται  με ανθρώπινες 
ασθένειες 
             Οι μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί ενέχονται στην ανάπτυξη και εξέλιξη 
διαφόρων παθήσεων δεδομένου ότι μπορεί να επηρεάσουν την έκφραση ενός γονιδίου 
ή και microRNAs συμβάλλοντας με αυτόν τον τρόπο στη γονιδιακή ρύθμιση. Όπως 
έχει προαναφερθεί, τα miRNAs ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση, μέσω μετα-
μεταγραφικής καταστολής δρώντας στο 3΄UTR άκρο του mRNA-στόχου. Η 
αποτελεσματικότητα της αλληλεπίδρασης miRNA και mRNA-στόχου επηρεάζεται 
από τη συμπληρωματικότητα στης αλληλουχία έναρξης (2-7 νουκλεοτίδιο) (Brennecke 
et al. 2005). Τα SNPs στην περιοχή αυτή του miRNA-στόχου μπορούν να επηρεάσουν 
την αποτελεσματικότητα πρόσδεση του miRNA στο γονίδιο-στόχο είτε  θετικά είτε 
αρνητικά, γεγονός το οποίο έχει αντίκτυπο και στον φαινότυπο της πάθησης (Ryan et 
al. 2010). Επίπλεον πειραματικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι τα SNPs στην 3΄UTR 
περιοχή του mRNA-στόχου ενδέχεται να επηρεάζουν τη λειτουργία του miRNA 
(Mishra et al. 2007, Hu et al. 2011). Αρκετές αναφορές δείχνουν συσχέτιση ανάμεσα 
σε SNPs στην 3΄UTR του mRNA-στόχου με πολυπαραγοντικές ασθένειες όπως οι 
καρδιααγγειακές παθήσεις, νευροεκφυλιστικές διαταραχές, Parkinson, Tourette's 
σύνδρομο, άσθμα, περιοδοντίτιδα και πολλών μορφών καρκίνου (Bruno et al. 2012). 
Επίσης αρκετοί πολυμορφισμοί φαίνεται να επηρεάζουν τη διαδικασία της ωρίμανσης 
ενός microRNA γεγονός το οποίο μπορεί να ενέχεται τόσο στην παθολογία μίας νόσου 
όσο και στην προδιάθεση για ανάπτυξη αυτής (Brennecke et al. 2010). Παρόλο που 
μέχρι σήμερα έχει ταυτοποιηθεί ένας σημαντικός αριθμός SNPs που επηρεάζουν τόσο 
την έκφραση των γονιδίων όσο και τη λειτουργία ή βιογένεση ενός miRNA, ο μοριακός 
μηχανισμός με τον οποίο η ύπαρξη ενός πολυμορφισμού συμβάλλει σε μία πάθηση 
χρειάζεται περαιτέρω μελέτη. Σε αυτό συμβάλλουν τα εργαλεία της βιοληροφορικής 
τα οποία παρέχουν τις πρώτες ενδείξεις σχετικά με την πιθανή συσχέτιση ενός SNP με 
μία πάθηση.  
            Η Patrocles (Hiard et al. 2012) είναι είμαι βάση δεδομένων που συλλέγει 
πολυμορφισμούς στο 3΄UTR άκρο των γονιδίων, οι οποίοι διαταράσσουν τη ρύθμιση 
των miRNA-εξαρτώμενων γονιδίων σε 7 είδη σπονδυλωτών. Επίσης παρέχει το 
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Patroclesfinder, το οποίο επιτρέπει στους χρήστες να εντοπίσουν συγκεκριμένους 
πολυμορφισμούς που μπορούν να επηρεάσουν τη ρύθμιση των miRNA-εξαρτώμενων 
γονιδίων σε συγκεκριμένη αλληλουχία-στόχο.  
            Το MicroSNiPer (Barenboim et al. 2010) είναι μία διαδικτυακή εφαρμογή που 
προβλέπει όχι μόνο την επίδραση των SNP στα πιθανά miRNA-μόρια στόχους στην 
3΄UTR περιοχή των γονιδίων, αλλά και σε RNA/DNAαλληλουχίες (όπως 5΄UTR ή 
ORFs (open reading frames). Ειδικότερα, μπορεί να προβλέψει εάν ένα SNP μέσα στην 
περιοχή του στόχου θα περιορίσει ή θα ενισχύσει μία θέση πρόσδεσης του miRNA. 
Αρκετά SNPs είναι συνδεδεμένα με πολυπαραγοντικές ασθένειες, τα οποία έχουν 
ταυτοποιηθεί με μελέτες GWAS (genome-wide association studies) (Hirschhorn et al. 
2005).Τα GWAS και τα eQTL (expression quantitative trait locus) είναι μέθοδοι για 
την ταυτοποίηση γενετικών ποικιλομορφισμών οι οποίοι επιδρούν στην ικανότητα 
ανάπτυξης ασθένειας  και της γονιδιακής έκφρασης. 
 To Mirsnpscore (Thomas et al. 2011) είναι ένα υπολογιστικό εργαλείο το 
οποίο αναγνωρίζει  SNPs που συσχετίζονται με ασθένειες, εστιάζοντας σε SNPs  που 
επηρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση μέσω των miRNAs. Συγκεκριμένα, προβλέπει την 
επίδραση των SNPs σε θέση πρόσδεση των miRNAs του γονιδίου-στόχου και μπορεί 
να χαρτογραφήσει τα αλληλόμορφα των SNPs που σχετίζονται με τα miRNAs, τα 
οποία αναδεικνύονται από GWAS.  
             Η διαδικτυακή βάση MirSNP (Liu et al. 2012) συλλέγει SNPs στον άνθρωπο 
για να προβλέψει θέσεις πρόσδεσης των miRNAs σε συνδυασμό με δεδομένα από 
GWAS και QTL, ώστε να αναγνωρίσει πιθανά miRNA-SNPs, τα οποία σχετίζονται με 
ασθένειες. Η βάση miRdSNP (Bruno et al. 2012) είναι μία συγκεντρωτική βάση 
δεδομένων που αφορά SNPs που σχετίζονται με ασθένειες. Παρέχει ισχυρά εργαλεία 
για τη μελέτη της απόστασης τους απο τη θέση πρόσδεσης του miRNA στη 3΄UTR του 
γονιδίου-στόχου. Επίσης συμβάλλει στην διερεύνηση των μοριακών μηχανισμών της 
γονιδιακής απορρύθμισης για ασθένειες σχετιζόμενες με SNPs σε μετα-μεταγραφικό 
επίπεδο. 
            Τέλος, το PolymiRTS (Ziebarth et al. 2012, Bhattacharya et al. 2014) 
προσφέρει ένα μεγάλο αριθμό λειτουργιών. Είναι μια ενοποιημένη πλατφόρμα, 
σχεδιασμένη για την ανάλυση της λειτουργικής επίδρασης των γενετικών 
πολυμορφισμών στη περιοχή έναρξης του miRNA και των miRNA θέσεων στόχων. 
Παρέχει σύνδεση ανάμεσα σε SNPs των θέσεων-στόχων των miRNAs, cis-acting 
eQTLs και αποτελέσματα GWAS για ανθρώπινες ασθένειες. Επίσης ενσωματώνει 
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δεδομένα από CLASH (cross-linking, ligation and sequencing of hybrids), ώστε να 
παρέχει ολοκληρωμένες και ακριβείς miRNA-mRNA αλληλεπιδράσεις. Από αυτά τα 
εργαλεία το MicroSNiper και το PolymiRTS ενημερώνονται συχνά και χρησιμοποιούν 
την miRBasev19, v20 αντιστοίχως.  
 
3.5 Μεταλλάξεις στα miRNAs και στις θέσεις-στόχους τους 
 Μερικές βάσεις δεδομένων παρέχουν δεδομένα για μελέτη της επίδρασης των 
σωματικών και φυλετικών μεταλλάξεων στη λειτουργία των miRNAs σε ασθένειες.  
 Το SomaMir (Bhattacharya et al. 2012) είναι μια βάση δεδομένων η οποία 
συνδέεται με την έκδοση v17 του miRBase, περιέχει σωματικές μεταλλάξεις, οι οποίες 
μπορούν να παρεμποδίσουν ή να δημιουργήσουν θέσεις πρόσδεσης των miRNAs. 
Επιπλέον η βάση περιέχει δεδομένα σχετικά με σωματικές και φυλετικές μεταλλάξεις, 
των miRNAs και των γονιδίων-στόχων τους, τα οποία έχουν πειραματικά δείξει 
επίδραση στη λειτουργία του miRNA και  σύνδεση με καρκίνο. 
            Το miR2GO (Bhattacharya et al. 2015) είναι ένας διαδικτυακός server που 
προσφέρει συγκριτική ανάλυση λειτουργίας miRNAs στον άνθρωπο. Παρέχει δύο 
προγράμματα το miRmut2GO, το οποίο εφαρμόζει μια μέθοδο για να εκτιμήσει τη 
λειτουργική επίδραση των σωματικών και γονιδιακών μεταλλάξεων στην περιοχή 
έναρξης του miRNA, και το δεύτερο πρόγραμμα το miRpair2GO, το οποίο συγκρίνει 
τις λειτουργίες δυο διαφορετικών miRNAs, βασισμένο στα λειτουργικά σχόλια 
αναφορικά των ομάδων των γονιδίων στόχων.  
 
 
4. Σκοπός 
              
            Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η γνώση, η επιλογή και 
χρήση των κατάλληλων βιοπληροφορικών εργαλείων, ώστε να μελετηθούν 5 miRNAs 
(mir-33b-3p, mir-4284, mir-6737-3p, mir-6858-3p, mir-7110-5p) στο ρόλο που 
διαδραματίζουν στα χονδροκύτταρα και η πιθανή συσχέτιση τους με την παθογένεια 
της ΟΑ.  
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5. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ-ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
5.1 Βιοπληροφορική ανάλυση 
 Κατά την παρούσα διπλωματική εργασία πραγματοποιήθηκε με εργαλεία 
βιοπληροφορικής επεξεργασία δεδομένων που προήλθαν από μικροσυστοιχίες για την 
ανεύρεση miRNA με διαφοροποιημένη έκφραση στον ορό υγειών ατόμων και ασθενών 
με ΟΑ. Η βιοπληροφορική ανάλυση που πραγματοποιήθηκε είχε σκοπό την ανεύρεση 
των σηματοδοτικών μονοπατιών και των βιολογικών διεργασιών, στις οποίες ενέχονται 
τα miRNAs με διαφοροποιημένη έκφραση στον ορό ατόμων με ΟΑ συγκριτικά με υγιή 
άτομα. Συγκεκριμένα, βιοπληροφορική ανάλυση βασίστηκε σε προηογούμενα 
αποτελέσματα της ερευνητικής ομάδας του εργαστηρίου Κυτταρογενετικής και 
Μοριακής Γενετικής, του τμήματος Ιατρικής, του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Από τα 
δεδομένα των μικροσυστοιχιών επιλέχθηκαν τα 5 κορυφαία miRNAs με μειωμένη 
έκφραση στον ορό ασθενών με ΟΑ συγκριτικά με υγιή άτομα προκειμένου να βρεθούν 
τα γονίδια-στόχοι τους. Η μελέτη αυτή πραγματοποιήθηκε με την χρήση του 
αλγορίθμου πρόβλεψης στόχων των miRNAs, TargetScan 7.2 
(http://www.targetscan.org/vert_72/). 
 Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε περαιτέρω ανάλυση με την βάση δεδομένων 
PANTHER Gene ontology (http://www.pantherdb.org/) προκειμένου να συσχετιστούν 
τα προβλεπόμενα γονίδια-στόχοι των υπό μελέτη miRNAs με συγκεκριμένες μοριακές, 
κυτταρικές και βιολογικές λειτουργίες καθώς και να ανερευθούν τα σηματοδοτικά τους 
μονοπάτια. Στo επόμενο στάδιο, τα γονίδια-στόχοι των 5 miRNAs με μειωμένη 
έκφραση στον ορό ατόμων με ΟΑ αναλύθηκαν περαιτέρω για να αναδειχθούν τα 
σηματοδοτικά μονοπάτια στα οποία ενέχονται με την βοήθεια της βάσης δεδομένων 
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) και με τη 
χρήση των KEGG μονοπατιών. 
 Για την εύρεση των προβλεπόμενων κοινών γονιδίων-στόχων και των κοινών 
σηματοδοτικών μονοπατιών ανάμεσα στα 5 miRNAs, δημιουργήθηκαν τα Venn 
διαγράμματα  με τη βοήθεια του Venn Diagram Calculator (Bioinformatics, 
Evolutionary Genomics Group of the University of Gent). 
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5.2 Αποτελέσματα 
 
5 2.1 Eπιλογή των miR-33b-3p, miR-4284, miR-7110, miR-6858-3p, miR-6737-
3p. 
 Για την παρούσα μελέτη, βασιστήκαμε σε προηγούμενα αποτελέσματα της 
ερευνητικής ομάδα του εργαστηρίου Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής, του 
τμήματος Ιατρικής, του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν 
δεδομένα που αφορούσαν την έκφραση miRNAs η οποία διερευνήθηκε 
χρησιμοποιώντας την πλατφόρμα Agilent 8 × 60 K miRNA-array. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα των μικροσυστοιχιών 279 miRNAs είχαν διαφοροποιημένη έκφραση 
(205 και 74 miRNAs με αυξημένη και μειωμένη έκφραση αντιστοίχως) (FDR <0.008, 
p <0.05) στον ορό ασθενών με ΟΑ σε σύγκριση με υγιή άτομα. Από τα παραπάνω 
microRNAs επιλέχθηκαν τα 5 κορυφαία miRNAs που παρουσίαζαν μειωμένα επίπεδα 
έκφρασης στον ορό των ασθενών προκειμένου να αναλυθούν περαιτέρω με εργαλεία 
βιοπληροφορικής και να ανευρεθεί η βιολογική τους σημασία. 
 
5.2.2 Εύρεση των προβλεπόμενων γονιδίων-στόχων των miR-33b-3p, miR-4284, 
miR-7110, miR-6858-3p, miR-6737-3p. 
 Για την ανεύρεση των γονιδίων στόχων των miR-33b-3p, miR-4284, miR-7110, 
miR-6858-3p, miR-6737-3p χρησιμοποιήθηκε ο αλγορίθμος πρόβλεψης TargetScan 
και πραγματοποιήθηκε υπολογιστική πρόβλεψη όλων των πιθανών στόχων των 
επιλεγμένων microRNAs. Στην συνέχεια βρέθηκαν τα κοινά γονίδια-στόχοι για τα 5 
miRNAs και απεικονίστηκαν ως Venn διαγράμματα με τη χρήση του εργαλείου Venn 
Diagram Calculator. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 4, 196 γονίδια είναι 
προβλεπόμενοι στόχοι και για 5 miR. 
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Εικόνα 4. Venn διάγραμμα που απεικονίζει τα κοινά προβλεπόμενα γονίδια-στόχοι των miR-33b-3p, 
miR-4284, miR-7110, miR-6858-3p, miR-6737-3p. 
 
5.2.3 Ανάλυση των μοριακών, κυτταρικών και βιολογικών λειτουργιών των 
προβλεπόμενων γονιδίων στόχων των miR-33b-3p, miR-4284, miR-7110, miR-
6858-3p, miR-6737-3p. 
 
Α) Μοριακές λειτουργίες 
 Η ανάλυση που πραγματοποιήθηκε για να ανευρευρεθούν οι μοριακές 
λειτουργίες των γονιδίων-στόχων των 5 επιλεγμένων miRNAs έδειξε ότι η πλειοψηφία 
των γονιδίων-στόχων τους δρουν ως είτε ως μόρια πρόσδεσης είτε ως μόρια με 
καταλυτική δράση. Σε μικρότερο ποσοστό βρέθηκαν μόρια με δράση υποδοχέα, 
ρυθμιστική δράση σε κανάλια, δράση δομικών μορίων, μεταγωγείς σήματος και 
ρυθμιστές της μετάφρασης (Εικόνα 5-7) 
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Εικόνα 5. Απεικόνιση των μοριακών λειτουργιών των miR-33b-3p, miR-4284 σε μορφή πίτας 
(www.pantherdb.org). 
 
Εικόνα 6. Απεικόνιση των μοριακών λειτουργιών των  miR-6737-3p, miR-6858-3p σε μορφή πίτας 
(www.pantherdb.org). 
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Εικόνα 7. Απεικόνιση των μοριακών λειτουργιών του miR-7110-5p σε μορφή πίτας και υπόμνημα. 
(www.pantherdb.org).  
 
B) Κυτταρικές λειτουργίες 
 Όσον αφορά τις κυτταρικές λειτουργίες των γονιδίων-στόχων των επιλεγμένων 
miRΝΑσ, στην πλειοψηφία τους αποτελούν κυτταρικά τμήματα ή τμήματα από 
κυτταρικά οργανίδια. Σε μικρότερο ποσοστό βρίσκονται γονίδια που αποτελούν μέρος 
μακρομοριακών συμπλόκων, συστατικών της μεμβράνης και συστατικών της 
εξωκυττάριας ουσίας. (Εικόνα 8-10)  
 
Εικόνα 8. Απεικόνιση των κυτταρικών λειτουργιών τωνmiR-33b-3p, miR-4284 σε μορφή πίτας.  
(www.pantherdb.org).  
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Εικόνα 10.  Απεικόνιση των κυτταρικών λειτουργιών του miR-7110-5p σε μορφή πίτας και υπόμνημα. 
(www.pantherdb.org).  
 
 
 
 
Εικόνα 9.  Απεικόνιση των κυτταρικών λειτουργιών των miR-6737-3p, miR-6858-3p σε μορφή πίτας.  
(www.pantherdb.org 
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Γ) Βιολογικές διεργασίες  
 Η ανάλυση που πραγματοποιήθηκε για τις βιολογικές λειτουργίες στις οποίες 
ενέχονται τα miR-33b-3p, miR-4284, miR-7110, miR-6858-3p, miR-6737-3p έδειξε 
ότι το μεγαλύτερο ποσοστό των γονιδίων-στόχων τους ενέχονται σε κυτταρικές και 
μεταβολικές διεργασίες, ενώ σε μικρότερο ποσοστό εμφανίζονται γονίδια που 
μετέχουν σε κυτταρικό θάνατο και στη ρύθμιση των βιολογικών διαδικασιών (Εικόνα 
11-13).    
Εικόνα 11. Απεικόνιση των βιολογικών διεργασιών των miR-33b-3p, miR-4284 σε μορφή πίτας.  
(www.pantherdb.org). 
 
Εικόνα 12.  Απεικόνιση των βιολογικών διεργασιών των miR-6737-3p, miR-6858-3p σε μορφή πίτας.  
(www.pantherdb.org). 
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Εικόνα 13.  Απεικόνιση των βιολογικών διεργασιών του miR-7110-5p σε μορφή πίτας και 
υπόμνημα.(www.pantherdb.org). 
 
Δ) Ταξινόμηση πρωτεϊνών 
Η ανάλυση με τη βάση δεδομένων panther για την πρωτεϊνική κατανομή των 
γονιδίων-στόχων  των miR (mir-33b-3p, mir-4284, mir-6858-39, mir-6737-3p, mir-
7110-5p) έδειξε ότι κυρίως αποτελούνται από μόρια σηματοδότησης και πρόσδεσης 
νουκλεικών οξέων, πρωτεΐνες κυτταροσκελετού και μεταφορείς. Ενώ σε μικρότερο 
ποσοστό απαντώνται διαμεμβρανικοί υποδοχείς, δομικές πρωτεΐνες και μεταγραφικοί 
παράγοντες (Εικόνα 14-16). 
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Εικόνα 14. Απεικόνιση ταξινόμησης πρωτεϊνών σχετιζόμενων με τα miR-33b-3p, miR-4284 σε μορφή 
πίτας.  (www.pantherdb.org). 
 
 
Εικόνα 15.  Απεικόνιση ταξινόμησης πρωτεϊνών σχετιζόμενων με τα miR-6737-3p, miR-6858-3p σε 
μορφή πίτας.  (www.pantherdb.org). 
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 Εικόνα 16.  Απεικόνιση ταξινόμησης πρωτεϊνών σχετιζόμενων με τα miR-7110-5p σε μορφή πίτας 
και υπόμνημα.  (www.pantherdb.org). 
 
5.2.4 Ανάλυση μονοπατιών κατά KEGG με τη χρήση του εργαλείου 
βιοπληροφορικής DAVID 
 Επιπλέον, δεδομένου ότι τα miR-33b-3p, miR-4284, miR-7110, miR-6858-3p 
και miR-6737-3p παρουσίασαν κοινό μοτίβο έκφρασης σύμφωνα με τα δεδομένα των 
microarrays (υποεκφράζονται στον ορό ατόμων με ΟΑ σε σχέση με φυσιολογικά 
άτομα) προχωρήσαμε σε ανάλυση μονοπατιών και με το διαδικτυακό εργαλείo DAVID 
και στη συνέχεια κατασκευάσαμε Venn διάγραμμα. Το Venn διάγραμμα (Εικόνα 17) 
έδειξε ότι υπάρχουν αρκετά μονοπάτια, τα οποία έχουν συσχετιστεί με την παθογένεια 
της ΟΑ, που ρυθμίζονται από κοινού από τα επιλεγμένα miRΝΑ. Ενδεικτικά 
αναφέρουμε ότι τα miR-4284, miR-6737-3p, miR-6858-3p, και το miR-7110-5p 
φαίνεται ότι ρυθμίζουν από κοινού το σηματοδοτικό μονοπάτι της Ινσουλίνης, ενώ τα 
miR-4284, miR-6737-3p και miR-7110-5p το mTOR σηματοδοτικό μονοπάτι.  Τα 
miR-33b-3p  και miR-4284 ρυθμίζουν από κοινού το μονοπάτι Toll-like receptor, ενώ 
miR-6858-3p και miR-7110-5p το σηματοδοτικό μονοπάτι του Wnt. Ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον παρουσίασαν τα μονοπάτια του μεταβολισμού και βιοσύνθεσης των 
λιπιδίων που φαίνεται να ρυθμίζονται από τα επιλεγμένα microRNAs, δεδομένης της 
μεταβολικής συνιστώσας στην παθογένεια της ΟΑ. Συγκεκριμένα, το miR-33b-3p και 
το miR-7110-5p φαίνεται να ενέχονται στη ρύθμιση γονιδίων που σχετίζονται με το 
μεταβολισμό των γλυκεροφωσφολιπδίων, τα miR-4284 και miR-7110-5p στο 
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μεταβολισμό των γλυκοσφιγγολιπιδίων, τα miR-6737-3p και miR-6858-3p  στο 
σηματοδοτικό μονοπάτι των αντιποκινών και στη βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων. Ενώ 
το miR-33b-3p φαίνεται να ενέχεται στη ρύθμιση του μεταβολισμού των 
γλυκερολιπιδίων, των ABC-μεταφορέων, των αιθερολιπιδίων, αλλά και στη ρύθμιση 
της αυτοφαγίας (πίνακας 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 17. Venn διάγραμμα που απεικονίζει τα κοινά προβλεπόμενα μονοπάτια που ενέχονται 
ταγονίδια-στόχοι των miR-33b-3p, miR-4284, miR-7110, miR-6858-3p, miR-6737-3p. 
Πίνακας 1. Κοινά μονοπάτια των miRNAs.  
Names Τotal Εlements 
miR-33b-3p miR-
6737-3p miR-
6858-3p miR-
7110-5p 1 hsa04720:Long-term potentiation 
miR-4284 miR-
6737-3p miR-
6858-3p miR-
7110-5p 2 hsa04910:Insulin signaling pathway 
    hsa04144:Endocytosis 
miR-33b-3p miR-
4284 miR-6858-3p 1 hsa00670:One carbon pool by folate 
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miR-33b-3p miR-
6737-3p miR-
7110-5p 2 hsa04514:Cell adhesion molecules (CAMs) 
    hsa04360:Axon guidance 
miR-4284 miR-
6737-3p miR-
7110-5p 5 hsa04660:T cell receptor signaling pathway 
    hsa04012:ErbB signaling pathway 
    hsa05221:Acute myeloid leukemia 
    hsa05215:Prostate cancer 
    hsa04150:mTOR signaling pathway 
miR-33b-3p miR-
4284 2 hsa04620:Toll-like receptor signaling pathway 
    hsa03020:RNA polymerase 
miR-33b-3p miR-
6858-3p 1 
hsa04130:SNARE interactions in vesicular 
transport 
miR-33b-3p miR-
6737-3p 1 
hsa04960:Aldosterone-regulated sodium 
reabsorption 
miR-33b-3p miR-
7110-5p 5 hsa04270:Vascular smooth muscle contraction 
    hsa04912:GnRH signaling pathway 
    hsa04730:Long-term depression 
    hsa00564:Glycerophospholipid metabolism 
    hsa04010:MAPK signaling pathway 
miR-4284 miR-
6858-3p 6 hsa04115:p53 signaling pathway 
    hsa00240:Pyrimidine metabolism 
    hsa05222:Small cell lung cancer 
    hsa05214:Glioma 
    hsa03010:Ribosome 
    hsa00230:Purine metabolism 
miR-4284 miR-
6737-3p 3 hsa04142:Lysosome 
    hsa05213:Endometrial cancer 
    hsa05211:Renal cell carcinoma 
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miR-4284 miR-
7110-5p 2 hsa05210:Colorectal cancer 
    hsa00603:Glycosphingolipid biosynthesis 
miR-6737-3p miR-
6858-3p 3 hsa04920:Adipocytokine signaling pathway 
    hsa00061:Fatty acid biosynthesis 
    hsa00534:Heparan sulfate biosynthesis 
miR-6858-3p miR-
7110-5p 3 hsa05014:Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 
    hsa04370:VEGF signaling pathway 
    hsa04310:Wnt signaling pathway 
miR-6737-3p miR-
7110-5p 2 hsa04722:Neurotrophin signaling pathway 
    
hsa04914:Progesterone-mediated oocyte 
maturation 
miR-33b-3p 9 hsa04623:Cytosolic DNA-sensing pathway 
    hsa04810:Regulation of actin cytoskeleton 
    hsa04622:RIG-I-like receptor signaling pathway 
    hsa00680:Methane metabolism 
    hsa00561:Glycerolipid metabolism 
    hsa02010:ABC transporters 
    hsa04540:Gap junction 
    hsa00565:Ether lipid metabolism 
    hsa04140:Regulation of autophagy 
miR-4284 8 hsa04210:Apoptosis 
    hsa00270:Cysteine and methionine metabolism 
    hsa01040:Biosynthesis of unsaturated fatty acids 
    hsa03440:Homologous recombination 
    hsa04940:Type I diabetes mellitus 
    hsa04062:Chemokine signaling pathway 
    hsa04350:TGF-beta signaling pathway 
    
hsa00250:Alanine, aspartate and glutamate 
metabolism 
miR-6858-3p 2 hsa04662:B cell receptor signaling pathway 
    hsa00910:Nitrogen metabolism 
miR-6737-3p 5 hsa00532:Chondroitin sulfate biosynthesis 
    hsa04120:Ubiquitin mediated proteolysis 
    hsa00562:Inositol phosphate metabolism 
    hsa04070:Phosphatidylinositol signaling system 
    hsa04520:Adherens junction 
miR-7110-5p 9 hsa04320:Dorso-ventral axis formation 
    hsa04666:Fc gamma R-mediated phagocytosis 
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    hsa04340:Hedgehog signaling pathway 
    hsa04664:Fc epsilon RI signaling pathway 
    hsa05217:Basal cell carcinoma 
    hsa04916:Melanogenesis 
    hsa00592:alpha-Linolenic acid metabolism 
    hsa04020:Calcium signaling pathway 
    hsa05216:Thyroid cancer 
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6. Συζήτηση 
  Τα τελευταία χρόνια, υπάρχει ανάγκη για την περαιτέρω διερεύνηση της 
συμμετοχής των miRNAs στη ρύθμιση των μοριακών μηχανισμών που ενέχονται στην 
παθογένεια της Οστεοαρθρίτιδας (ΟΑ) και της πιθανής χρήσης αυτών ως βιοδείκτες. 
Στη παρούσα διπλωματική εργασία, διερευνήσαμε τον πιθανό βιολογικό ρόλο, 5 
διαφοροποιημένων miRNAs στον ορό ασθενών με ΟΑ σε σχέση με φυσιολογικά 
άτομα, με τη χρήση εργαλείων βιοπληροφορικής.  
                Για τη διερεύνηση πιθανών διαγνωστικών miRNAs στην ΟΑ, 
χρησιμοποιήσαμε δεδομένα μικροσυστοιχιών σύμφωνα με προηγούμενα 
αποτελέσματα της ερευνητικής ομάδας από το Εργαστήριο Κυτταρογενετικής και 
Μοριακής Γενετικής, του Τμήματος Ιατρικής, του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, σε ορό 
από άτομα με ΟΑ συγκριτικά με υγιή. Συγκεκριμένα, επιλέχθηκαν τα 5 miRNAs (miR-
33b-3p, miR-4284, miR-7110, miR-6858-3p, miR-6737-3p) με μειωμένη έκφραση 
στον ορό ατόμων με ΟΑ, προκειμένου να αναλυθεί περαιτέρω ο βιολογικός του ρόλος 
με εργαλεία βιοπληροφορικής. 
                  Αρχικά, έγινε  επιλογή του κατάλληλου εργαλείου για την πρόβλεψη των 
γονιδίων στόχων του κάθε miRNA ξεχωριστά. Τα miRNAs φέρουν χαρακτηριστικά 
όπως η αλληλουχία, η δομή και διακριτά τμήματα, όπως αναφέρθηκε στο γενικό μέρος, 
τα οποία θα πρέπει να ληφθούν υπόψιν από τον αλγόριθμο του υπολογιστικού 
εργαλείου που θα επιλεγεί. Στο συγκεκριμένο βήμα, επελέγησαν τα TargetScan, Diana-
microT και το miRanda. Τα εργαλεία αυτά έχουν διαφορετική βαρύτητα όσον αφορά 
στο τρόπο με το οποίο θα αναλύσουν το ίδιο miRNA, προκειμένου να γίνει η εύρεση 
των γονιδίων στόχων του.  
Το TargetScan επιλέχθηκε διότι είναι υπολογιστικά ισχυρό και εμπεριέχει 
ολοκληρωμένη αναζήτηση μεταξύ των ισομορώνν (στη περίπτωση που υπάρχουν), 
είναι πιο αυστηρό, με τις λιγότερο συντηρημένες αλληλεπιδράσεις και η βάση 
δεδομένων του είναι η πλέον ενημερωμένη (Ángela L. Riffo-Campos  et al. 2016). 
                  Μετά την εξαγωγή των γονιδίων στόχων από το TargetScan ακολουθήσε η 
επεξεργασία αυτών, ώστε να ανευρεθεί σε ποια σηματοδοτικά μονοπάτια συμμετέχουν 
τα ανευρεθέντα γονίδια. Αυτό πραγματοποιήθηκε με το υπολογιστικό εργαλείο 
DAVID. Το DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery) έκδοση v6.8 είναι το πλέον ισχυρό, ολοκληρωμένο και σύγχρονο εργαλείο, 
ικανό να διαχειριστεί/επεξεργαστεί ταυτόχρονα πολλές λίστες γονιδίων.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 16:57:14 EEST - 137.108.70.13
 54 
                  Η ανάλυση με το DAVID, έδειξε ότι τα γονίδια-στόχοι προβλέπεται να 
ενέχονται σε μονοπάτια που σχετίζονται με την παθογένεια της ΟΑ, όπως μεταβολικά 
μονοπάτια (μεταβολισμός, γλυκερολιπιδίων, γλυκεροφωσφολιπιδίων και 
γλυκοσφιγγολιπιδίων, βιοσύνθεση λιπαρών οξέων, σηματοδοτικό μονοπάτι 
αντιποκινών, σηματοδοτικό μονοπάτι της ινσουλίνης), σηματοδοτικό μονοπάτι Wnt, 
mTOR και σηματοδοτικό μονοπάτι Toll-like υποδοχέα. 
                 Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε περαιτέρω ανάλυση με την βάση 
δεδομένων PANTHER Gene ontology (http://www.pantherdb.org/), προκειμένου να 
συσχετιστούν τα προβλεπόμενα γονίδια-στόχοι των υπό μελέτη miRNAs με 
συγκεκριμένες μοριακές, κυτταρικές και βιολογικές λειτουργίες. Ως προς τις μοριακές 
λειτουργίες φαίνεται να διαδραματίζουν ρόλο/δράση, στη πρόσδεση, δράση 
κατάλυσης, δράση μεταφορέα, υποδοχέα, σηματοδότησης, δραστηριότητα δομικού 
μορίου, μεταφραστικού ρυθμιστικού μορίου και αντιοξειδωτική.  Ως προς τις 
κυτταρικές λειτουργίες, τα γονίδια στόχοι των 5 miRNAs ενέχονται στη κυτταρική 
διαμερισματοποίηση, στα οργανίδια, στη μεμβράνη, στα μακρομοριακά σύμπλοκα, 
στην εξωκυττάρια περιοχή, στις συνάψεις, στη κυτταρική σύνδεση και στην 
εξωκυττάρια ουσία. Ως προς τις βιολογικές διεργασίες, φαίνεται να δρούν στις 
κυτταρικές διεργασίες, στις μεταβολικές διεργασίες, στην ανάπτυξη, στην απόκριση σε 
ερεθίσματα, στη βιολογική ρύθμιση, στη βιογένεση, στις ανοσολογικές διεργασίες, 
στην αναπαραγωγή, στη κίνηση, στον κυτταρικό ρυθμό και στον κυτταρικό θάνατο.  
           Από τη βιβλιογραφία φαίνεται ότι το miR-33b-3p  έχει μελετηθεί στο πλαίσιο 
της ΟΑ (Ntoumou et al. 2017), οπου εμφανίζεται με μειωμένα επίπεδα έκφρασης στον 
ορο ασθεών με ΟΑ, στην οποία μελέτη παρουσιάζει από κοινού με τα miR-140-3p, 
miR-671-3p πιθανότητα να αποτελεί βιοδείκτης για την ΟΑ, λόγω του ρόλου του στις 
μεταβολικές διαδικασίες των χονδροκυττάρων (Ntoumou et al. 2017).  
           Σε αντίθεση με τα υπόλοιπα 4 miRNAs miR-4284, miR-6737-3p, miR-6858-3p 
και miR-7110-5p γαι τα οποία δεν υπάρχουν μελέτες στο πλαίσιο της ΟΑ. Ωστόσο 
υπάρχουν μελέτες για τα miR-4284 και miR-7110-5p, όπου εμφανίζεται το miR-4284 
να μετέχει στο γαστρικό καρκίνο (Li Y. et al. 2018), στη νόσο του Crohn (Palmieri O. 
et al. 2017), και να είναι  πιθανός βιοδείκτης στο διάχυτο μεγάλο Β-κυτταρικό λέμφωμα 
(Tamaddon G. et al. 2016), και το miR-7110-5p σε εν δυνάμει σχέση στους μοριακούς 
μηχανισμούς των CD133(+)A549 κυττάρων, εμπεριέχοντας το σηματοδοτικό 
μονοπάτι mTOR και το Wnt (Chen QY et al. 2016). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 16:57:14 EEST - 137.108.70.13
 55 
             Συμπερασματικά, όλες οι in silico προβλέψεις της παρούσας μελέτη 
υπογραμμίζουν τον βιολογικό ρόλο των miR-33b-3p, miR-4284, miR-7110, miR-
6858-3p, miR-6737-3p στην ομοιόσταση του κυττάρου και τη πιθανή συμμετοχή τους 
σε μεταβολικά μονοπάτια και  σε μονοπάτια φλεγμονής, τα οποία συμβάλλουν στην 
παθογένεια της ΟΑ, αναδεικνύοντας τα ως μόρια που θα μπορούαν εαν επιβεβαιωθούν 
με λειτουργικές μελέτες να  χρησιμοποιηθούν ως βιοδείκτες στον ορό για τη διάγνωση 
της ΟΑ. Ωστόσο, χρειάζονται αρκετές μελέτες για την πειραματική επαλήθευση της 
ανίχνευσης των εν λόγω miRNAs στον ορό και στους ιστούς της άρθρωσης ατόμων με 
ΟΑ και απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση του βιολογικού τους ρόλου με πειραματικά 
δεδομένα. 
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